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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ACP – acil prenašalni protein 
 
Apr – apramicin 
 
AT – acil transferaza 
 
Cm – kloramfenikol 
 
ColE1 – mesto začetka podvojevanja v E.coli 
 
CRISPR - gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
 
crRNA – CRISPR RNA 
 
DH – dehidrataza 
 
EDTA – etilendiaminotetraocetna kislina 
 
ELA – gen v biosintezni poti za elaiofilin 
 
ER – enoil reduktaza 
 
erm* - konstituitiven promotor, uporabljen pri genu za gusA  
 
gDNA – genomska DNA 
 
GFP – zeleno fluorescirajoči protein 
 
gusA – gen za β-glukoronidazo 
 
HPLC - tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
Kn – kanamicin 
 
KR – β-keto reduktaza 
 
KS – keto sintaza 
 
LC-MS - tekočinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo 
 
luxCDABE – gen za luciferazo 
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mTOR – sesalske tarče rapamicina 
 
NIG - gen v biosintezni poti za nigericin 
 
OD – optična gostota 
 
PKS – poliketid sintaza 
 
pSG5 – temperaturno občutljivo zaporedje 
 
RAP – gen v biosintezni poti za rapamicin  
 
rpm – vrtljaji na minuto 
 
tracrRNA – transk-aktivacijska CRISPR RNA  
 
WT – organizem divjega tipa 
 
X-gluc – 5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-glukuronska kislina 
 
xylE – gen za kateholno dioksigenazo 
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Bazni par – povezava dveh nukleotidnih baz z vodikovimi vezmi 
 
Bioinformatika – interdisciplinarna veda, ki razvija programska orodja za razumevanje 
bioloških podatkov 
 
Eksogena DNA – deoksiribonukleinska kislina, ki ima izvor izven preučevanega 
organizma 
  
Genska skupina – skupina dveh ali več genov, ki ima zapis za podobne proteine, izkazujoč 
poenoteno funkcijo 
 
Homologna zaporedja – podobnost zaporedij nukleinskih kislin ali proteinov v zgradbi, 
delovanju in izvoru 
 
Konjugacija – izmenjava genetskega materiala med bakterijskimi celicami 
 
Micelij – vegetativni del glivam podobnih bakterijskih kolonij, ki je sestavljen iz skupka 
razvejanih hif 
 
Poliketidi – spojine mikrobnega sekundarnega metabolizma, ki jim omogočajo prednost pri 
preživetju 
 
Promotor – nukleotidno zaporedje na 5' koncu DNA, ki sproži prepisovanje gena 
 
Poročevalski (reporter) – gen, povezan z regulatornim zaporedjem gena zanimanja, 
katerega lastnosti lahko enostavno okarakteriziramo in izmerimo  
 
Sekundarni metabolit – produkt celičnega metabolizma, ki ni neposredno povezan z 
normalno rastjo, razvojem ali razmnoževanjem organizma 
 
Sekvenciranje – določanje zaporedja DNA 
 
Streptomicete – organizmi iz rodu Streptomyces 
 
Transformacija – genetska manipulacija celic, z namenom neposrednega sprejetja in 
vključevanja eksogene DNA v njeno notranjost 
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Bakterije rodu Streptomyces s svojimi značilnostmi že dolgo zbujajo zanimanje v znanosti. 
Imajo enega izmed največjih bakterijskih genomov, za njih pa je značilna tudi biosinteza 
kompleksnih sekundarnih metabolitov (de Lima Procopio in sod., 2012). Več kot polovica 
izolatov iz narave, je sposobna sintetizirati antibiotike (Madigan in sod., 2015). Analize že 
sekvenciranih genomov so pokazale, da imajo mnoge streptomicete zapis za tudi do 
trideset »tihih« gruč genov za sintezo učinkovin, ki pa so še večinoma neraziskane (Traxler 
in Kolter, 2015). Analize celotnih genomov so sprožile revolucijo pri odkrivanju novih, 
potencialno zanimivih učinkovin, ki bi lahko imele zanimive biološke aktivnosti. 
 
Prekomerna uporaba antibiotikov je v preteklih desetletjih močno omajala uspešnost 
njihovih aplikacij. Vedno več patogenih bakterijskih sevov je odpornih na enega ali celo 
več različnih antibiotikov (Nigam in sod., 2014), zato je iskanje novih protimikrobnih 
učinkovin pomembno in nujno. Problema odpornosti na antibiotike, se zavedajo pristojne 
organizacije, kot je Svetovna zdravstvena organizacija, ki spodbuja k racionalni rabi 
obstoječih zdravil. Tematika je obravnavana tudi v Sloveniji (Beović, 2006). Streptomicete 
po nekaterih podatkih prispevajo 80 % antibiotikov, ki so danes v splošni rabi (Watve in 
sod., 2001). Napredek in razvoj na področju tehnologij genetskega inženiringa v zadnjih 
letih, nam sedaj omogoča, da smo tudi pri organizmih iz rodu Streptomyces sposobni 
vplivati na izražanje genov. Sposobni smo prenašanja in izražanja celih genskih skupin v 
heterolognem gostitelju (Nah in sod., 2017). Eden od pristopov pri iskanju novih 
sekundarnih metabolitov pa je tudi aktivacija tihih oziroma neizraženih genskih skupin, za 
katere še ne poznamo produktov, oziroma njihove strukture in potencialne biološke 
aktivnosti. Ne glede na pristop, so postopki genskih manipulacij pri streptomicetah 
izjemno kompleksni in dolgotrajni (Kieser in sod., 2000), kar bistveno upočasni 
prizadevanja raziskovalcev v iskanju novih učinkovin naravnega izvora iz te skupine 
organizmov. 
 
Eden izmed organizmov iz rodu Streptomyces, ki kaže velik potencial za biosintezo še 
nepoznanih sekundarnih metabolitov je Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491. Ta 
producent medicinsko pomembne protirakaste učinkovine rapamicina ima enega največjih 
znanih genomov streptomicet, to je okoli 12 Mbp (Baranasic in sod., 2013).  Več kot 
četrtino zaporedja kodirajo predvidene genske skupine za sekundarne metabolite (Starcevic 
in sod., 2008). V tem organizmu so skupno identificirali okoli 50 genskih skupin za sintezo 
potencialnih sekundarnih metabolitov. Kljub temu pa so trenutno poznane in 
karakterizirane le tri biološko aktivne učinkovine, ki jih proizvaja S. rapamycinicus, poleg 
rapamicina še elaiofilin (antibakterijska in citotoksična spojina) in antibiotik nigericin 
(Schwecke in sod., 1995).   
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Cilj magistrske naloge je ovrednotiti različne pristope za ciljno inaktivacijo genov v 
genskih skupinah, kot so npr. genska skupina za biosintezo rapamicina, nigericina in 
elaiofilina. Za ciljno inaktivacijo genov nameravamo postaviti in ovrednotiti primernost 
uporabe CRISPR-Cas9 metode preurejanja DNA in jo primerjati s klasično metodo, ki 
temelji na uporabi klasičnih vektorjev in mehanizmih homologne rekombinacije. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
 
 Pričakujemo da bomo s pomočjo bioinformatskih metod in uporabo programskega 
algoritma BLAST v genomu seva Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491 
locirali ključne gene v genskih skupinah, katerih prekinitev bo inaktivirala 
biosintezo treh biološko aktivnih sekundarnih metabolitov: elaiofilina, nigericina 
in rapamicina 
 
 Pričakujemo, da bomo uspeli konstruirati primerne specifične plazmidne vektorje, 
ki bodo omogočili klasično ciljno inaktivacijo izbranih genskih gruč v 
Streptomyces rapamycinicus ter pripraviti genska orodja na osnovi tehnologije 
CRISPR-Cas9, ki jih bomo uporabili za primerjalno ovrednotenje uporabe te 
metode za ciljno inaktivacijo genov 
 
 Pričakujemo, da bomo s ciljno inaktivacijo ključnih genov znotraj vsaj ene genske 
gruče za biosintezo izbranih biološko aktivnih sekundarnih metabolitov, kot so 
rapamicin, elaiofilin ali nigericin, uspeli prekiniti produkcijo le-teh v Streptomyces 
rapamycinicus  
 
 Pričakujemo, da bomo v vsaj enem novo nastalem sevu uspeli dokazati izgubo 
sposobnosti produkcije rapamicina s pomočjo bioloških in kromatografskih metod 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ORGANIZMI IZ RODU Streptomyces 
 
Pojem streptomicete označuje Gram pozitivne, aerobne bakterije iz rodu Streptomyces, ki 
rastejo v značilni filamentozni obliki, podobni glivam (de Lima Procopio in sod., 2012). 
Sposobne so tvoriti hife, ki se v določenih razmerah diferencirajo v spore. Ker spadajo v 
deblo Actinobacteria, so v mikrobnem svetu znani kot organizmi z enim najvišjih 
odstotkov vsebnosti G-C parov v genomu (Madigan in sod., 2015). Ta med 
streptomicetami preseže tudi vrednost 70 % (de Lima Procopio in sod., 2012). Poznanih je 
več kot 800 vrst streptomicet, mnoge med njimi imajo kompleksen  sekundarni 
metabolizem ter so pomembni proizvajalci antibiotikov (List of prokaryotic names with 
standing in nomenclature, 2018). Njihov naravni življenjski prostor je najbolj pogosto v 
prsti, najdemo pa jih tudi v vodi. So pomembne proizvajalke zunajceličnih encimov – 
celulaz, ksilanaz, amilaz. S svojim metabolizmom so pripomogle k razgradnji celičnih sten 
rastlin in površinskih delov gliv in žuželk, ter tako pomembno prispevale k nastanku 
prvobitne prsti (Chater in sod., 2010).   
 
2.2 MORFOLOGIJA STREPTOMICET 
 
Kot bakterijska posebnost, se pri organizmih iz rodu Streptomyces pojavlja rast v obliki 
razvejanih hifnih filamentov (0,5–1 µm), ki tvorijo glivam podoben micelij (Madigan in 
sod., 2015; Chater, 2016). Iz te podlage zraste zračni micelij, ki na koncih zračnih hif nosi 
skupke spor. Spore so dormantna oblika življenjskega cikla streptomicet, v katerem lahko 
v prsti preživijo dolgo časa (Kieser in sod., 2000). Spore so namenjene tudi razširjanju 
organizma, saj primaren micelij kot tak ni sposoben premikanja (Kieser in sod., 2000; 
Chater, 2016). Razlikujejo se od endospor, dormantne, nereproduktivne in precej bolj 
obstojne strukture bakterij iz debla Firmicutes. Za nastanek endospor je ključna celična 
diferenciacija, medtem ko spore streptomicet nastanejo z oblikovanjem prečnih sten v 
večjedrnih zračnih filamentih (sporoforih) in ločitvijo posameznih celic, ki se naprej 
preoblikujejo v spore (Madigan in sod., 2015).  
 
Spora kot dormantna oblika v življenju streptomicet, začne kaliti, če je v okolju dovolj 
topnih hranil. Kot poroča Chater (2006), s hitro rastjo hranila kot enostaven vir energije 
prepozna primarni micelij. Hife se z rastjo na koncih razširijo, dokler ne porabijo hranil. 
Takrat začnejo streptomicete izločati encime za razgradnjo netopnih hranil. Vsak skupek 
razvejanih hif izloča manjšo količino encimov, da lokalna koncentracija doseže učinkovito 
stopnjo. Da bi zavarovale tako pridobljena hranila pred ostalimi mikroorganizmi, bakterije 
iz rodu Streptomyces začnejo izločati tudi antibiotike. Sočasno, ko lahko dostopnih hranil 
začne zmanjkovati, se na površini primarnega micelija začne tvoriti zračni micelij. Del 
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primarnega micelija razpade in omogoči dotok hranil zračnemu miceliju (Wildernuth, 
1970). Zračne hife predrejo vodno okolje primarnega micelije in poženejo v zrak. Začne se 
kontrolirana celična delitev, ko se iz hif oblikujejo večjedrni sporofori. Ta predhodnik spor 
nato razvije še debele prečne celične stene (septum) in posamezni deli septiranega 
sporofora se ločijo na enojedrne spore (Flärdh in Buttner, 2009). Spore se razpršijo in 
dormantne čakajo na primerne razmere, da lahko začnejo življenjski cikel nove generacije.   
 
 
Slika 1: Prečni prerez kolonije streptomicet (levo) in grafični prikaz razširjanja antibiotične aktivnosti po 
miceliju streptomicet (Chater, 2006) 
     
2.3 GENETIKA STREPTOMICET 
 
Kompleksen življenjski krog streptomicet, je eden izmed povodov za študij njihovega 
genetskega zapisa. Za organizme iz rodu Streptomyces je značilna visoka vsebnost 
citozinskih (C) in gvaninskih (G) nukleotidov. Večja vsebnost G-C parov v genomu skrbi 
za njegovo stabilnost in zvišuje temperaturo tališča DNA (Tm) (Yakovchuk in sod., 2006). 
Zaradi širokega nabora metabolitov, ki jih proizvajajo streptomicete, se to posledično 
izraža tudi v velikosti genoma. Celokupna velikost genoma tako pri številnih organizmih iz 
rodu Streptomyces dosega in presega 8 Mbp  (Kieser in sod., 2000; Madigan in sod., 2015). 
Za biosintezo antibiotikov, enih izmed najpomembnejših kompleksnih metabolitov 
streptomicet, je potrebnih veliko število genov (Madigan in sod., 2015). Kromosom  
streptomicet je pogosto linearen (Kieser in sod., 2000) in ima zapis za do deset tisoč 
proteinov (de Lima Procopio in sod., 2012).   
 
Na področju raziskav streptomicet je izjemno pomemben modelni sev Streptomyces 
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2006). Kasneje je postala modelni organizem za celotno družino Streptomyces in 
omogočila začetek razvoja genetskih orodij. Genom S. coelicolor kodira veliko število 
zunajceličnih proteinov (819), izmed njih kar 60 proteaz, 13 hitinaz, 8 celulaz ali 
endoglukanaz in 3 amilaze (de Lima Procopio in sod., 2012). V projektu sekvenciranja 
genoma S. coelicolor (Bentley in sod., 2002), so napovedali več kot 7800 potencialnih 
funkcionalnih genov, med njimi pa kar 20 genskih skupin, ki kodirajo zapis za sekundarne 
metabolite.  
 
2.3.1 Genom Streptomyces rapamycinicus 
 
Streptomyces rapamycinicus je predhodno znan kot Streptomyces hygroscopicus (Kumar 
in Goodfellow, 2008). Znan je kot edini proizvajalec rapamicina, biološko pomembne 
učinkovine s protiglivnim, imunosupresivnim in protirakastim delovanjem (Schwecke in 
sod., 1995). Genom organizma je bil pred kratkim posekvenciran (Baranasic in sod., 2013). 
Bioinformatske analize so pokazale, da sev Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491, 
vsebuje enega največjih znanih linearnih genomov aktinomicet, to je okoli 12 Mbp, pri 
čemer več kot 3 Mbp zaporedja kodirajo predvidene genske skupine za sintezo 
sekundarnih metabolitov (Starcevic in sod., 2008). V tem organizmu so skupno 
identificirali okoli 50 genskih skupin za sintezo potencialnih sekundarnih metabolitov. 
Kljub temu pa so trenutno poznane in karakterizirane le tri biološko aktivne učinkovine, ki 
jih proizvaja S. rapamycinicus, to so elaiofilin (antibakterijska in citotoksična spojina), 
antibiotik nigericin in protirakasta učinkovina rapamicin (Schwecke in sod., 1995).  
 
2.4 PRIMARNI METABOLIZEM STREPTOMICET 
 
Streptomicete so z zunajceličnimi encimi sposobne presnavljati različne spojine – 
sladkorje, alkohole, aminokisline in aromatične spojine. Velikost genoma jim omogoča 
tovrstno raznovrstnost, ter prilagajanje na značilne potrebe v okolju. Kot primarni vir 
ogljika, organizmi iz rodu Streptomyces izrabljajo glukozo. Transport glukoze v celico je 
pogojen z visoko afinitetnim transportnim proteinom GlcP – glukoza permeazo (van Wezel 
in sod., 2005). Pri večini streptomicet je glavni vir asimilacije glukoze glikoliza (Kiesner, 
2000), pri S. tenebrarius pa so potrdili tudi prisotnost alternativne Entner-Doudoroffove 
poti (Borodina in sod., 2005). Piruvat, končni produkt teh dveh poti vstopa v cikel 
citronske kisline, ki je prisoten pri streptomicetah (Hodgson, 2000). Streptomicete za 
asimilacijo dušika uporabljajo dve različni poti. Glavni vir dušika iz okolice je amonij, ki 
ga bakterije iz rodu Streptomyces pri limitirajočih koncentracijah privzemajo z glutamin 
sintetazo in glutamat sintazo (Reuther in Wohlleben, 2007). Amonij služi kot prekurzor 
amino skupine, ki se združi z ogljikovim skeletom – intermediati glikolize in cikla 
citronske kisline – in tvori  aminokisline (Madigan in sod., 2015).  
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2.5 SEKUNDARNI METABOLIZEM STREPTOMICET 
 
Streptomicete so znane po svojem raznovrstnem in kompleksnem sekundarnem 
metabolizmu. Bakterije rodu Streptomyces so znane kot najpomembnejši proizvajalci 
biološko aktivnih molekul, kot so protibakterijske in protiglivne učinkovine, 
imunosupresanti, protitumorske učinkovine in pesticidi (Avignone-Rossa in sod., 2013). 
Proizvodnja sekundarnih metabolitov sovpada z razvojem zračnega micelija na trdnih 
gojiščih oziroma stacionarno fazo rasti v tekočih kulturah, ko začne primanjkovati hranil 
(Bibb, 2005).  
 
Geni za biosintezo sekundarnih metabolitov so urejeni v gručah, ki lahko dosežejo tudi več 
kot 100 kb. Sekvenciranje genomov streptomicet je pokazalo, da je nepričakovano veliko 
število genov povezanih s sekundarnim metabolizmom (Schwecke in sod., 1995; Bentley 
in sod., 2002; Ikeda in sod., 2003; Ohnishi in sod., 2008). Ovrednotenje genov biosinteznih 
poti sekundarnih metabolitov je potrdilo, da so za veliko večino naravnih produktov 
potrebni kompleksni encimski kompleksi poliketid sintaz (PKS) in neribosomalnih 
peptidnih sintetaz (NRPS) (Donadio in sod., 2007). PKS katalizirajo kondenzacijo 
aciltioestrov, ki je podobna biosintezi maščobnih kislin (Hopwood, 1997). Imajo 
modularno strukturo – vsak modul sestavlja nabor encimskih domen, ki v reakcijo 
vključujejo specifičen monomer (Donadio in sod., 2002). Gre za estre koencima-A, ki 
izvirajo iz kratko verižnih maščobnih kislin, kot so acetat, propionat in butirat (Gomes in 
sod., 2013). Vsak modul PKS je sestavljen iz treh osnovnih domen (slika 2): 
aciltransferaze (AT), ki izbere primerno podaljševalno enoto in jo prestavi na acil 
prenašalni protein (ACP), kjer pride do nastanka tioestrske vezi ter ketosintazne domene 
(KS), odgovorne za dekarboksilativno kondenzacijo med podaljševalno enoto na ACP 
domeni obstoječega modula in poliketidnim intermediatom, vezanim na ACP domeno 
predhodnega modula (Donadio in sod., 2002). Zadnji modul v PKS vključuje še 
terminacijsko TE domeno. Poleg osnovnih domen, vključuje večina PKS še domene za 
obdelovanje nastalih β-keto vezi – β-ketoreduktazo (KR), dehidratazo (DH) in 
enoilreduktazo (ER). Končna oblika produkta specifične PKS je tako določena z izbiro 
začetne enote, lastnostmi in številom podaljševalnih enot verige, nadzorom reduktivnega 
cikla β-keto skupine, stereokemijo stranskih skupin in vzorcem zapiranja nastajajoče 
verige (Hopwood, 1997).  
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Slika 2: Prikaz nastajanja poliketidne verige na modularnem encimskem kompleksu PKS. Modul 1 označuje 
začetek izgradnje verige (selekcijo začetne gradbene enote), modul n pa predstavlja terminacijski konec. 
(Donadio in sod., 2007). 
 
2.5.1 Protibakterijske učinkovine 
 
Protibakterijske učinkovine so najpomembnejši produkt streptomicet, saj približno 
polovica vseh izolatov teh organizmov proizvaja kar 500 različnih protibakterijskih 
učinkovin (Madigan in sod., 2015). Okoli 80 % teh učinkovin, ki so danes v splošni rabi, 
izhaja iz rodu Streptomyces (Watve in sod., 2001). V naravnih izolatih streptomicet  so 
donosi izoliranih učinkovin relativno nizki (pod 10 mg/l), zato je njihova produkcija 
ekonomsko neučinkovita (Avignone-Rossa in sod., 2013). Za industrijsko proizvodnjo 
protibakterijskih učinkovin je tako nujen razvoj industrijskih sevov in optimizacija 
tehnoloških procesov proizvodnje.  
 
2.5.1.1 Strukturna raznolikost sekundarnih metabolitov 
 
Sekundarne metabolite lahko razdelimo glede na kemijsko strukturo. V medicini najbolj 
razširjene so β-laktamske protibakterijske učinkovine, ki so ime dobile po osrednji 
strukturi, β-laktamskem obroču (Madigan in sod., 2015). Mednje prištevamo peniciline in 
cefalosporine, ki so bili zgodovinsko prvi odkriti in sprožili pravo revolucijo v zdravljenju 
nalezljivih bolezni (Soetaert in Vandamme, 2010). Aminoglikozidi so protibakterijske 
učinkovine, ki so zgrajene iz amino skladkorjev, povezanih z glikozidno vezjo (Madigan in 
sod., 2015). Sem sodijo tudi prve komercialno uspešne streptomicetne protibakterijske 
učinkovine (streptomicin, neomicin, kanamicin) (Soetaert in Vandamme, 2010). 
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Makrolidne protibakterijske učinkovine so izredno številčni antibiotiki, ki vsebujejo 
laktonski obroč, pogosto povezan s sladkorji. Zavzemajo tržni delež približno 20 % 
celokupne proizvodnje in uporabe protibakterijskih učinkovin (Madigan in sod., 2015). 
Tetracikline sestavljajo štirje ogljikovi obroči, na katere se pripenjajo različne 
funkcionalne skupine, kar jim omogoča široko delovanje proti gram pozitivnim in gram 
negativnim bakterijam (Madigan in sod., 2015). Celokupna proizvodnja protibakterijskih 
učinkovin je ocenjena na 100.00 ton na leto (Bbosa in Mwebaza, 2013).  
 
2.5.1.2 Mehanizmi delovanja 
 
Mehanizmi delovanja protibakterijskih učinkovin so dobro preučeni. β-laktami delujejo na 
peptidoglikan in inhibirajo sintezo celične stene, podobno velja tudi za glikopeptide 
(Kuriyama in sod., 2014). Aminoglikozidi in tetraciklini delujejo na 30 S podenoto 
ribosomov, makrolidi pa na 50 S podenoto ribosomov in tako inhibirajo sintezo proteinov 
(Finberg in sod., 2004; Levison in Levison, 2009; Kuriyama in sod., 2014; Kapoor in sod., 
2017). Fluorokinoloni inhibirajo podvojevanje in prepisovanje DNA, sulfonamidi pa 
sintezo folne kisline (Finberg in sod., 2004). Njihove protimikrobne lastnosti lahko 
razdelimo na bakteriostatične in baktericidne (Kuriyama in sod., 2014). Baktericidna 
aktivnost uniči bakterijo neposredno, medtem ko bakteriostatična aktivnost vpliva na 
mikrobno sposobnost razmnoževanja in gostiteljevemu imunskemu sistemu omogoči 
uničenje patogenega organizma (Zeitlinger in sod., 2011).   
 
Preglednica 1: Razdelitev protibakterijskih učinkovin po razredih in njihov način delovanja 
Razred učinkovin Mehanizem delovanja Učinek na tarčne 
organizme 
Vir 
β-laktamski Inhibicija sinteze celične 
stene 
Baktericiden Levison in Levison, 2009 
Aminoglikozidi Inhibicija sinteze proteinov 
(30 S rRNA) 
Baktericiden Levison in Levison, 2009 
Makrolidi Inhibicija sinteze proteinov 
(30 S rRNA) 
Bakteriostatičen Kuriyama in sod., 2014 
Tetraciklini Inhibicija sinteze proteinov 
(50 S rRNA) 
Bakteriostatičen Kuriyama in sod., 2014 
Fluorokinoloni Inibicija podvojevanja in 
prepisovanja DNA 
Baktericiden Kuriyama in sod., 2014 
Glikopeptidi Inhibicija sinteze celične 
stene 
Baktericiden Kuriyama in sod., 2014 
Sulfonamidi  Ihibicija sinteze folne 
kisline 
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2.5.1.3 Razvoj odpornosti na protibakterijske učinkovine 
 
S splošno razširjenostjo protibakterijskih učinkovin v medicini, kot zdravil za zdravljenje 
nalezljivih bolezni, je pomembno povezana tudi protibakterisjka odpornost. Pod tem 
pojmom razumemo sposobnost bakterij, da se uprejo protibakterijskemu agensu, ki so mu 
izpostavljeni (Kuriyama in sod., 2014; Antimicrobial resistance, 2018). Poznamo naravno 
in pridobljeno odpornost. Vsi mikroorganizmi niso občutljivi na vse učinkovine, saj je 
odpornost zapisana v njihovih genih (streptomicete niso občutljive na protibakterijske 
učinkovine, ki jih proizvajajo same), kar je povezano z naravno odpornostjo (Kuriyama in 
sod., 2014). Pridobljena imunost nastopi, kadar nek mikroorganizem postane imun na 
določeno protibakterijsko učinkovino, na katero je bil predhodno občutljiv. Je posledica 
mutacije genov, vključenih v normalen fiziološki proces, ali privzema tujih genov za 
odpornost (Tenover, 2006). Odpornost na protibakterijske učinkovine je splošno prisotna 
in razširjena. Zaradi prekomerne ali napačne uporabe protibakterijskih učinkovin v humani 
medicini in kmetijstvu, se pojavlja vedno več bakterijskih sevov, odpornih na enega ali 
celo več znanih učinkovin. Lee Ventola (2015), tako govori kar o krizi odpornosti na 
protibakterijske učinkovine, ki jo v veliki meri povzročajo prekomerna uporaba v medicini, 
napačno predpisovanje, obsežne aplikacije v agrikulturi, zmanjšan razvoj novih učinkovin 
in regulatorne prepreke. Problema se zaveda tudi Svetovna zdravstvena organizacija, ki 
poziva k bolj premišljeni rabi protibakterijskih zdravil (Antibiotic resistance, 2017). Med 
obetajoče strategije, ki bi v prihodnje lahko rešile ta pereč problem, prištevamo: 
preprečevanje okužb, spodbujanje novih naložb v protivnetno zdravljenje, zajezitev 
širjenja odpornosti z namenom podaljšanja uporabnosti obstoječih učinkovin, odkrivanje 
novih, za odpornost neobčutljivih načinov neposrednega uničenja mikrobov ali spreminjati 
interakcije med mikrobom in gostiteljem z namenom vplivanja na bolezni (Spellberg in 
sod., 2013). 
 




Rapamicin je makroliden poliketid, ki ga proizvaja S. rapamycinicus (Schwecke in sod., 
1995). Zgodovinsko je bil prvotno identificiran kot protiglivna učinkovina (Vezina in sod., 
1975). Danes je poznana tudi njegova inhibitorna učinkovitost mTOR (sesalske tarče 
rapamicina, ang. mammalian target of rapamycin) signalne poti, ki ima pomembno vlogo v 
razvoju številnih bolezni, tudi pri raku in diabetesu (Li in sod., 2014). Rapamicin je tako 
danes v klinični uporabi kot zaviralec imunskega odziva (imunosupresant) pri presajanju 
organov (Groth in sod., 1999) in za preprečevanje ponovne razširitve žil po vstavitvi žilnih 
opornic pri koronarni srčni bolezni (Slavin in sod., 2007). Polsintezni analog everolimus, 
pa je registriran za zdravljenje metastatskega raka prsi (Royce in Osman, 2015). 
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Preučitev genov, ki so vključeni v biosintezo rapamicina (Schwecke in sod., 1995), je 
pokazala prisotnost treh odprtih bralnih okvirjev rapA, rapB in rapC. Kodirajo 
multiencime PKS – Raps1, Raps2 in Raps3, ki sodelujejo pri 70 katalitičnih reakcijah 
izgradnje rapamicina. Raps1 vključuje začetno domeno in prve štiri module za 
podaljševanje poliketidne verige, Raps2 nadaljnjih šest domen za podaljševanje verige, 
Raps3 pa štiri module za dokončanje poliketidnega dela rapamicinskega obroča.  
 




Tudi elaiofilin sodi med makrolidne antibiotike. Za razliko od rapamicina, S. 
rapamycinicus ni edini proizvajalec te učinkovine. Ealiofilin je bil prvotno izoliran iz S. 
melanosporus (Arcamone in sod., 1959). Poznana je njegova protibakterijska in 
protihelmintska funkcija (Lee in sod., 1996) ter protitumorsko in imunosupresantsko 
delovanje (Lee in sod., 1997). Pred kratkim je bilo prikazano tudi njegovo inhibitorno 
avtofagno delovanje, kar odpira možnost za klinično uporabo pri zdravljenju raka na 
jajčnikih (Zhao in sod., 2015).  
 
Biosintezna pot elaiofilina vključuje pet odprtih bralnih okvirjev (ElaA, ElaB, ElaC, ElaD, 
ElaE), ki zapisujejo pet modularnih peptidov Ela 1-5 (Haydock in sod., 2004). Ela1 
vključuje začetno domeno in prva dva modula za podaljševanje verige, Ela2 tretji modul, 
Ela3 pa četrti modul. Ela4 vključuje podaljševalna modula pet in šest, Ela5 pa sedmi 
modul in terminacijsko domeno. Tovrstna organizacija omogoča sintezo 16-členskega 
makrolida iz malonata kot začetne enote ter malonata, metilmalonata in etilmalonata kot 
podaljševalnih enot.   
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Nigericin strukturno sodi med polieterske antibiotike, po načinu delovanja pa med 
ionofore, molekule, ki so sposobne selektivnega tvorjenja kompleksov s kovinskimi ioni in 
njihovega transporta preko celične membrane (Rutkowski in Brzezinski, 2013). Znana je 
njegova aktivnost proti Gram pozitivnim bakterijam (Westley, 1981), potencialne 
uporabnost v kliniki pa bi lahko dosegla aktivnost proti na zdravila odpornim sevom 
povzročitelja malarije (Adovelande in Schrewel, 1996).  
 
Biosinteza poliketidnega skeleta nigericina, vključuje devet odprtih bralnih okvirjev 
(nigAI-nigAIX), ki zapisujejo devet modularnih encimov NigAI-NigAIX (Harwey in sod., 
2007). NigAI vključuje začetno domeno in prvi modul za podaljševanje poliketidne verige. 
NigAII vključuje prvi nadaljnji modul, NigAIII-V pa vsak po dva modula. NigAVI 
vključuje 9. podaljševalni modul, NigAVII 10-12 modul, NigAVIII 13 modul, NigAIX pa 
14. modul in terminacijsko domeno. Biosinteza poteka od začetne enote malonil-koencima 
A, preko podaljševalnih enot malonil-koencima A in metilmalonil-koencima A.    
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Slika 5: Struktura nigericina (Harwey in sod., 2007) 
 
2.6 METABOLNI INŽENIRING IN ISKANJE NOVIH NARAVNIH UČINKOVIN 
 
Organizmi iz rodu Streptomyces so znani proizvajalci industrijsko zanimivih naravnih 
učinkovin, a izolati iz narave v industrijskih pogojih ne zadostijo produkciji, potrebni za 
razvoj in prodajo (Parekh in sod., 2000). Raziskovalci v laboratorijskih pogojih tako iščejo 
nove tehnologije, kako izboljšati produkcijo tržno zanimivih sekundarnih metabolitov. V 
industriji se tradicionalno uporablja ponavljajočo naključno mutagenezo, ki ji sledijo 
empirični presejalni testi za iskanje organizmov z višjim donosom učinkovine (Demain, 
2006). Kemične spojine, kot so etidijev bromid, etilmetansulfonat in analogi nukleotidnih 
baz, so skupaj z ultravijoličnim obsevanjem, najpogosteje uporabljeni v postopkih 
naključne mutageneze (Madigan in sod., 2015). Z razvojem tehnologije rekombinantne 
DNA od začetka 70. let prejšnjega stoletja, so v industriji dobili tudi orodje za ciljno 
izboljšanje sevov, ki mu lahko rečemo metabolni inženiring (Koffas in sod., 1999; Nielsen, 
2001). Uspeh tega pristopa temelji na poznavanju biosinteze poti za ciljno učinkovino in z 
njo povezanih metabolnih tokov, ter na naboru orodij in metodologij za učinkovito 
izpeljavo genetskih manipulacij (Chen in sod., 2010). Metabolni inženiring pa je odprl pot 
tudi iskanju novih zanimivih učinkovin.  
 
Zmanjšanje stroškov sekvenciranja DNA, je v zadnjem desetletju povzročilo izrazito 
povečanje števila objavljenih prokariontskih genomov, tudi streptomicetnih (Loman in 
sod., 2012; Microbial genomes, 2018). Bioinformatska orodja so pri teh organizmih 
razkrila prisotnost številnih genskih skupin za sintezo sekundarnih metabolitov. Med njimi 
so tudi tihe genske skupine, ki zapisujejo metabolne poti, katerih končnih metabolitov ne 
poznamo (Olano in sod., 2014). Eden od pristopov pri iskanju novih sekundarnih 
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metabolitov je tudi »aktivacija« tihih genskih skupin, ki jo dosežemo z utišanjem poznanih 
genov. Potem, ko z genetskimi orodji uspešno prekinemo gen za metabolno pot, katere 
produkt je poznan, lahko s primerjalno analizo metaboloma (npr. s tekočinsko 
kromatografijo) organizma divjega tipa in ustvarjene mutante, identificiramo potencialno 
zanimiv produkt, ki ga organizem predhodno ni bil sposoben proizvajat (Zerikly in Challis, 
2009) – slika 7.  
 
 
Slika 6: Shematični prikaz ciljne inaktivacije genov, z namenom iskanja novih sekundarnih metabolitov 
(Zerikly in Challis, 2009) 
 
2.6.1 Ciljna inaktivacija genov s homologno rekombinacijo 
 
Homologna rekombinacija je proces izmenjave genetskih elementov med homolognima 
zaporedjema DNA, iz dveh različnih virov (Madigan in sod., 2015). Z njim organizmi 
skrbijo za genetsko raznolikost (na primer med procesom mejoze), ima pa tudi ključno 
vlogo v popravljalnih mehanizmih poškodb DNA (Sherratt in Recchia, 2001). Mehanizem 
homologne rekombinacije se uporablja tudi pri vstavljanju eksogene DNA v in vitro 
pogojih. Za stabilizacijo tovrstne DNA je nujna vgraditev v stabilno molekulo DNA 
znotraj mikrobne celice, kar je mogoče doseči z integrativnimi plazmidi (Heap in sod., 
2012). Plazmid, za prekinjanje gena vsebuje dve različni homologni regiji, ki sta enaki 
zaporedju tarčnega gena na obeh straneh (Mortensen, 2007). Ker je plazmid večinoma 
krožna molekula DNA, se lahko z dogodkom enojne homologne rekombinacije 
14 
Vogrinc D. Inaktivacija genskih skupin … sekundarnih metabolitov v bakterijah vrste Streptomyces rapamycinicus. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
reverzibilno vgradi v genom bakterije (Heap in sod., 2012). Za dosego stabilnih in precej 
redkejših dvojnih rekombinant, je potreben proces še ene homologne rekombinacije, ki 
sekvenco tarčnega gena zamenja s ciljnimi sekvencami na plazmidnem konstruktu 
(Mortensen, 2007). Do dvojnega prekrižanja, ki ga dosežemo z dvojno homologno 
rekombinacijo, je moč priti hkrati (simultano) ali pa zaporedno, preko vmesnega enojnega 
prekrižanja, ko se plazmidni vektor vgradi v genom (Kieser in sod., 2000). Na plazmidu za 
homologno rekombinacijo, se navadno uporablja zapis za selekcijski marker (antibiotična 
rezistenca), ki nam omogoča enostavno selekcijo organizmov, ki so sprejeli plazmid 
(Madigan in sod., 2015). Poleg selekcijskega markerja, ki je prisoten na plazmidu, se lahko 
selekcijski marker doda tudi med obe homologni sekvenci na plazmidu (Kieser in sod., 
2000). Tovrsten pristop resda poenostavi razlikovanje med enojnimi in dvojnimi 
rekombinanti, a je v praksi pri načrtovanju genskih orodij za posamezne organizme, to 
prezahtevno (Reyrat in sod., 1998). Alternativo pri organizmih iz rodu Streptomyces 
predstavlja delecija znotraj okvirja (ang. in-frame deletion), ko je edini selekcijski marker 
tisti na ogrodju plazmida (Kieser in sod., 2000). Ta pristop zahteva večstopenjsko selekcijo 
rekombinant. Najprej je potrebno selekcionirati na osnovi antibiotične rezistence, nato pa z 
neselektivnim gojenjem za eno ali več generacij, s presejalnimi testi poiskati organizme, ki 
so izgubili plazmidni vektor.     
 
 
Slika 7: Prikaz procesa homologne rekombinacije z namenom prekinjanja gena. Levo je prikazana uporaba 
selekcijskega markerja na plazmidnem ogrodju in med homolognima regijama, desno pa uporaba 
selekcijskega markerja le na plazmidnem ogrodju (Kieser in sod., 2000) 
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2.6.1.1 Uporaba poročevalskih genov za nadgradnjo homologne rekombinacije 
 
Koncept poročevalskega gena je v molekularni biologiji dobro poznan. Gre za gene, 
povezane z genskimi elementi, ki jih preučujemo, sami pa imajo zapis za proteine, ki jih 
lahko enostavno in hitro zaznamo (Herschman, 2004). Tovrstni geni pogosto potrebujejo 
tudi substrat, ki omogoča zaznavo aktivnosti poročevalskega proteina. V mikrobni 
biotehnologiji je razvitih in uporabljenih več poročevalskih sistemov. Tudi pri organizmih 
iz rodu Streptomyces, kjer zasledimo xylE, ki kodira kateholno dioksigenazo (Ingram in 
sod., 1989), z bioluminiscenco povezano luciferazo luxCDABE (Craney in sod., 2007) in 
prilagojen fluorescenčni protein (GFP) (Sun in sod, 1999; Han in sod., 1999). V 
streptomicetah pa ni mogoče uporabiti izredno robustnega lacZ poročevalskega sistema 
(Sambrook in Russell, 2001), saj imajo že organizmi sami endogene encime z β-
galaktozidazno aktivnostjo (Eckhardt in sod., 1987). Alternativo je znanost našla v gusA 
poročevalskem sistemu.  
 
2.6.1.2 GusA poročevalski gen 
 
GusA je gen, ki zapisuje β-glukoronidazo, encim, ki s hidrolizo razgradi širok nabor β-
glukoronidov (Jefferson in sod., 1987). GusA kot poročevalski gen je značilen predvsem za 
rastline, Myronovsky in sod. (2011), pa so pokazali njegovo uporabnost kot poročevalski 
sistem v plazmidih za homologno rekombinacijo pri organizmih iz rodu Streptomyces. 
GusA je sposoben razgraditi komercialni substrat X-gluc, eno izmed glukuronskih kislin, 
pri čemer nastane moder precipitat – 5,5-dibromo-4,4-dikloro-indigo. Organizmi, ki jim na 
plazmidu dodamo zapis za gusA, so v prisotnosti substrata sposobni razviti modro 
obarvanje. Uporaba te lastnosti gusA omogoča razvoj enostavnega poročevalskega sistema 
za vizualno zaznavo izražanja genov v streptomicetah. Sistem je občutljiv, enostaven in 
robusten. 
 
2.6.2 Ciljna inaktivacija genov na osnovi CRISPR-Cas sistema 
 
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats, slo. gruče enakomerno 
prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev)/Cas (CRISPR-associated, slo. s CRISPR-jem  
povezani proteini) sistem so razvile bakterije in arheje, kot imunski odziv na 
izpostavljenost virusem ali plazmidni DNA (Terns in Terns, 2011). Obrambni sistem 
temelji na malih RNA, ki specifično zaznajo in utišajo tuje nukleiske kisline (Jinek in sod., 
2012). V večstopenjskem procesu so mali delci tujih nukleinskih kislin najprej prepoznani 
kot celicam tuji, organizmi pa jih kot primitivne vmesnike (ang. protospacer) vključijo v 
genom med kratke ponovitve DNA – slika 9 (Bhaya in sod., 2011). Tako ustvarjeni 
CRISPR lokusi se prepišejo in ustvarijo majhne crRNA (CRISPR RNA), sekvence 
komplementarne invazivni nukleinski kislini (Terns in Terns, 2011; Wiedenheft in sod., 
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Slika 8: Prikaz procesa obrambe pred heterologno DNA s pomočjo CRISPR/Cas sistema (povzeto po Bhaya 
in sod., 2011). Specifična zaporedja DNA virusev ali plazmidov, se v prvem koraku povežejo v mrežo 
palindromnih ponovitev gostiteljeve DNA. V bližini te mreže se nahaja lokus z zapisom za Cas 
endonukleaze. V naslednjem koraku se z RNA polimerazo iz vodilne regije prepišejo najprej predhodna 
crRNA, ki se kasneje razgradi do posameznih crRNA. Sproži se tudi izražanje Cas proteinov. Nato sledi 
povezava specifične crRNA z delom tuje nukleinske kisline, ki ustvari močno povezavo. To ustvari vezavno 
mesto za Cas, ki s svojo endonukleazno aktivnostjo odstrani tujo DNA. 
 
Tarčno preurejanje genomov s pomočjo nukleaz je v zadnjih letih pri mikroorganizmih vse 
bolj prisotno. Tehnologija CRISPR/Cas9 za tarčno usmerjeno mutagenezo in vivo, je 
razvita in uporabljena pri bakterijah (Selle in Barrangou, 2015). Pri različnih bakterijah in 
arhejah so identificirali tri tipe CRISPR obrambnega sistema (tip I-III) – vsak sistem ima 
svoje lastne Cas gene (Ran in sod., 2013). CRISPR/Cas sistem tipa I je izjemno 
raznovrsten, saj ga pri različnih organizmih sestavlja različno število in tip Cas genov, ki 
tvorijo komplekse CASCADE za odtranjevanje tuje DNA (Bhaya in sod., 2011). Vsem je 
skupno, da imajo zapis za endonukleazo Cas3 (Wiedenheft in sod., 2012). Podobno velja 
za CRISPR/Cas sistem tipa III. Prisotni so Cas6 in Cas10, ki sodelujeta pri procesiranju 
crRNA in protein RAMP, ki pomaga pri rezanju predhodne crRNA (Bhaya in sod., 2011).  
V naprotju z njima, je CRISPR/Cas sistem tipa II najenostavnejši, z zapisom za samo štiri 
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gene na operonu (Bhaya in sod., 2011). Pri njem so odkrili tudi prisotnost trans-kodirajoče 
male CRISPR RNA (tracRNA), ki je vključena v proces nastanka crRNA (Delchteva in 
sod., 2011). S CRISPR tipom II je povezana endonukleaza Cas9, ki je sposobna s 
homologijo povezanega odstranjevanja primitivnih vmesnikov v genomu (Garneau in sod., 
2010). Cas9 omogoča preurejanje genoma z dvoverižnim prelomom DNA tarčnega lokusa 
(Ran in sod., 2013). Z izražanjem homolognih tracrRNA in crRNA, lahko enostavno 
usmerimo delovanje Cas9 v tarčnem genomu (Selle in Barrangou, 2015). Združenje obeh, 
tracrRNA in crRNA, v himerno molekulo enojne vodeče RNA (ang. single guide RNA, 
sgRNA), vodi v enostavno metodologijo s Cas9 povezanega tarčnega preurejanja 
genomov, so pokazali Jinek in sod. (2012). V praksi se največ uporablja Cas9 organizma 
Streptococcus pyogenes (Jinek in sod., 2012; Ran in sod., 2013; Selle in Barrangou, 2015).  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI  
 
V procesu priprave magistrskega dela so bila uporabljena genska orodja, gojišča, 
organizmi in raztopine, opisane v spodnjih razdelkih. Pri izdelavi dela smo uporabljali tudi 




Plazmidna vektorja, uporabljena za izdelavo konjugativnih plazmidov, sta bila pKC1139 in 
pCRISPOMYCES 2.  
 
 
Slika 9: Shema plazmidnega vektorja pKC1139 iz programa Benchling.  
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Plazmid ima zapis za apramicinsko rezistenco (Apr/R), oriT mesto za podvajanje v E. coli 
in oriC mesto za podvojenje v S. rapamycinicus. 
 
Slika 10: Shema plazmidnega vektorja pCRISPOMYCES 2 iz programa Benchling.  
 
Elementi plazmida: Apr/R – apramicinska rezistenca, oriT -  mesto za podvajanje v E. coli, 
pSG5 – zaporedje namenjeno hitri izgubi plazmida po ciljnih spremembah genoma v 
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Preglednica 2: Pregled plazmidov, uporabljenih v sklopu dela 
Plazmid Opis  Referenca 
pKC1139 Konjugativen plazmid, uporabljen za kloniranje v E. coli 
in izražanje v S. rapamycinicus.  
Bierman in sod., 
1992 
pCRISPOMYCES 2 Konjugativen plazmid, uporabljen za kloniranje v E. coli 
in izražanje v S. rapamycinicus. 
Cobb in sod., 2014 
pUZ8002  Plazmid v E. coli ET12567, ki ni prenosljiv med 
konjugacijo in pomaga prenesti konjugativne plazmide   
Flett in sod., 1997 




pKC1139 + RAP (HOM 
L + R) 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 
rapamicin na osnovi homologne rekombinacije 
To delo 
pKC1139 + ELA (HOM 
L + R) 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 
elaiofilin na osnovi homologne rekombinacije 
To delo 
pKC1139 + NIG (HOM 
L + R) + erm* + GusA 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 
nigericin na osnovi homologne rekombinacije  
To delo 
pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr + RAP 
(HOM L + R) 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 
rapamicin na osnovi CRISPR-Cas tehnologije  
To delo 
pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr + ELA 
(HOM L + R) 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 
elaiofilin na osnovi CRISPR-Cas tehnologije 
To delo 
pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr + NIG 
(HOM L + R) 
Plazmid za ciljno inaktivacijo gena v biosintezni poti za 





Pri svojem delu smo uporabljali tekoča in trdna gojišča, ki smo jih pripravili tako, da smo 
sestavine v ustreznih količinah zatehtali v čašo. Dodali smo željen volumen destilirane 
vode, pomešali na magnetnem mešalu in če je bilo potrebno, umerili pH s pomočjo 1 M 
raztopin NaOH ali HCl. S pomočjo merilnih valjev smo alikvotirali ustrezen volumen 
gojišč v steklenice. Za pripravo trdih gojišč, smo v steklenice ločeno zatehtali agar. Sledilo 
je avtoklaviranje pri standardnih pogojih (121 °C in 1,3 bar), čas sterilizacije pa smo 
prilagodili posameznemu gojišču. Trda gojišča smo po avtoklaviranju v steklenicah 
ohladili z mešanjem na magnetnem mešalu. Če je bilo potrebno, smo dodali antibiotike v 
ustrezni koncentraciji, gojišča premešali in razlili na sterilne petrijeve plošče v brezprašni 
komori. Plošče smo posušili ter jih hranili v temi, na sobni temperaturi. Plošče z dodanimi 
antibiotiki smo hranili v hladilniku na 4 °C.  
 
3.1.2.1 MMAM  
 
MMAM je osnovno gojišče za gojenje in sporulacijo organizma S. rapamycinicus. 
Uporabljali smo ga v obliki trdnih gojišč na petrijevih ploščah. 
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Preglednica 3: Sestava gojišča MMAM (Kieser in sod., 2000) 
Sestavina Količina Proizvajalec 
Koruzni škrob 10 g/l Helios 
Koruzna omakalna vodica 5 ml/l Roquette 
Kvasni ekstrakt 3 g/l Biolife 
CaCO3 3 g/l Sigma-Aldrich 
FeSO4 · 7H2O 0,3 g/l Merck 
Bakteriološki agar 20 g/l Biolife 
Destilirana voda Do 1 l  
pH = 5,8. Sterilizacija: 20 min, 121 °C 
 
3.1.2.2 2TY tekoče/trdno gojišče 
 
2TY je standardno mikrobiološko gojišče. Uporabili smo ga za gojenje E. coli. Tekoče 
gojišče smo uporabili za gojenje prekonočnih kultur E. coli, ki so sprejele izbrane genske 
konstrukte. 2TY z agarjem pa smo uporabili za selekcijo organizmov E. coli po 
transformaciji. 
 
Preglednica 4: Sestava gojišča 2TY (Sambrook in Russell, 2001) 
Sestavina Količina  Proizvajalec 
Kazein pepton 16 g/l Merck 
Kvasni ekstrakt 10 g/l Biolife 
NaCl 5 g/l Carlo Erba 
Bakteriološki agar (za trdno 
gojišče) 
20 g/l Biolife 
Destilirana voda Do 1 l  




Tekoče TSB gojišče smo uporabljali za subkultivacije S. rapamycinicus.  
 
Preglednica 5: Sestava gojišča TSB (Kieser in sod., 2000) 
Sestavina Količina  Proizvajalec 
Tripton 17 g/l Biolife 
Sojin pepton 3 g/l Biolife 






Glentham Life Sciences 
Destilirana voda Do 1 l  
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ISP4 smo uporabljali za kultivacijo in sporulacijo organizma S. rapamycinicus. 
 
Preglednica 6: Sestava gojišča ISP4 (Shirling in Gottlieb, 1966) 
Sestavina Količina Proizvajalec 
Koruzni škrob 10 g/l Helios 
CaCO3 2 g/l Sigma-Aldrich 
(NH4)2SO4  2 g/l Merck 
NaCl 1 g/l Carlo Erba 
K2HPO4 
MgSO4 · 7H2O  




Glentham Life Sciences 
Merck 
Bakteriološki agar 20 g/l Biolife 
Destilirana voda Do 1 l  
pH = 7,0. Sterilizacija: 20 min, 121 °C 
  
Mineralno raztopino smo pripravili ločeno in jo dodali gojišču pred avtoklaviranjem (1 ml 
raztopine na 1 l gojišča).  
 
*Preglednica 7: Sestava mineralne raztopine 
Sestavina Količina Proizvajalec 
FeSO4 · 7H2O 0,1 g Merck 
MnSO4 · 7H2O 0,1 g Merck 
ZnSO4 · 7H2O 0,1 g Merck 




Gojišče YEPD je bilo uporabljeno za kultivacijo kvasovke S. cerevisiae za potrebe 
biološkega testa.  
 
Preglednica 8: Sestava gojišča YEPD (Atlas, 2010) 
Sestavina Količina  Proizvajalec 
Kvasni ekstrakt 20 g/l Biolife 
Bakteriološki pepton 20 g/l Biolife 
Glukoza 10 g/l Roquette 
Tehnični agar 20 g/l Biolife 
Destilirana voda Do 1 l  
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3.1.2.6 Vegetativno gojišče 
 
To gojišče smo uporabili za namnožitev biomase organizma S. rapamycinicus, za potrebe 
produkcije sekundarnih metabolitov v tekočem gojišču. Po 5 ml gojišča smo alikvotirali v 
50 ml centrifugirke, jih zaprli s spužvastimi zamaški in aluminjasto folijo ter dali 
avtoklavirat. 
 
Preglednica 9: Sestava vegetativnega gojišča 
Sestavina Količina Proizvajalec 
Dekstrin 35 g/l Sigma Aldrich 






K&K Agro Trade 
(NH4)2SO4 2 g/l Merck 
Koruzna omakalna vodica 8 ml/l Roquette 
Mlečna kislina (80%) 1,6 ml/l Kemika 
Destilirana voda Do 1 l  
pH = 7,5. Sterilizacija: 20 min, 121 °C  
*glukoza se je pripravila ločeno, v obliki prefiltrirane vodne raztopine in se po avtoklaviranju dodala v 
gojišče 
 
3.1.2.7 Produkcijsko gojišče 
 
Podobno kot pri vegetativnem gojišču, smo tudi pri produkcijskem po 5 ml gojišča 
alikvotirali v 50 ml centrifugirke, jih zaprli s spužvastimi zamaški in aluminjasto folijo ter 
dali avroklavirat. V gojišču smo po 6 dneh gojenja želeli doseči produkcijo sekundarnih 
metabolitov. 
 
Preglednica 10: Sestava produkcijskega gojišča 
Sestavina Količina Proizvajalec 
Sojina moka 30 g/l K&K Agro Trade 
Koruzni škrob 30 g/l Helios 
MES 21,2 g/l Merck 
Fruktoza* 20 g/l Merck 







NaCl 5 g/l Carlo Erba 
Kvas 3 g/l Sigma Aldrich 
L-lizin 2,5 g/l Glentham Life Sciences 
KH2PO4 2,5 g/l Sigma Aldrich 
K2HPO4 2,5 g/l Glentham Life Sciences 





Destilirana voda Do 1 l  
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pH = 6. Sterilizacija: 20 min, 121 °C  
*fruktoza se je pripravila ločeno, v obliki prefiltrirane vodne raztopine in se po avtoklaviranju dodala v 
gojišče 
 
** Preglednica 11: Sestava mineralne raztopine 
Sestavina Količina Proizvajalec 
FeSO4 · 7H2O 1,2 g Merck 
ZnSO4 · 7H2O 0,5 g Merck 
MnCl2 · 2H2O 0,08 g Merck 
MgSO4 · 7H2O 0,025 g Glentham Life Sciences 




Preglednica 12: Pregled uporabljenih organizmov 
Organizem Opis 
E. coli DH10β 
 
E. coli ET12567 + pUZ8002 
(ETpUZ) 
S. rapamycinicus  
 
Elektrokompetenten sev, prilagojen za delo na molekularno-
genetskem nivoju (Durfee in sod., 2008) 
Elektrokompetenten sev, z okvarjenim sistemom za metilacijo in 
dodanim plazmidom pUZ8002 (MacNeil in sod., 1992) 
Divji sev streptomicet, uporabljen kot izhodiščni organizem za 
manipulacijo (NRRL 5491) 
S. cerevisiae  
 
M. luteus  
Divji sev kvasovk, uporabljen za namene biološkega testa (ZIM 
2155, Biotehniška fakulteta) 
Organizem divjega tipa, uporabljen za namene biološkega testa 
(DSM-20030) 
Bacillus spp. Organizem divjega tipa, uporabljen za namene biološkega testa 
 
3.1.4 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 13: Nukleotidno zaporedje uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
Naziv Nukleotidno zaporedje Namen  
Rap-HOML-Fw AAAAATCTAGAGGAAAACCGGA
AATCGCGTC 
Pomnožitev rapamicinske homologije na levi 
strani ciljnega gena 
Rap-HOML-Rv AAAAAAAGCTTTCCTCAACTCTC
TCAGCGGT 




Pomnožitev rapamicinske homologije na 
desni strani ciljnega gena 
Rap-HOMR-Rv AAAAATCTAGACTGAGCGATGCC
CGTGGATA 
Pomnožitev rapamicinske homologije na 
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nadaljevanje preglednice 13 
Naziv Nukleotidno zaporedje Namen         
Ela-HOML-Fw AAAAATCTAGACGTAGTCGTTGT
AGCTGGCG 
Pomnožitev elaiofilinske homologije na levi 
strani ciljnega gena 
Ela-HOML-Rv AAAAAAAGCTTCCGATGTCCCGG
TGTGGTA 
Pomnožitev elaiofilinske homologije na levi 








Pomnožitev elaiofilinske homologije na 
desni strani ciljnega gena 
Ela-HOMR-Rv AAAAATCTAGACGACACCGGCA
TCTTCATGG 
Pomnožitev elaiofilinske homologije na 
desni strani ciljnega gena 
Nig-HOML-Fw AAAAATCTAGAGAGTCCACGTCC
TCGACACC 
Pomnožitev nigeicinske homologije na levi 
strani ciljnega gena 
Nig-HOML-Rv AAAAAAAGCTTTGGGCATTGATG
CGGCTCAC 
Pomnožitev nigeicinske homologije na levi 
strani ciljnega gena 
Nig-HOMR-Fw AAAAAAAGCTTGATCGACTGCAT
CAACCGGC 
Pomnožitev nigeicinske homologije na desni 
strani ciljnega gena 
Nig-HOMR-Rv AAAAATCTAGAGTGCGATGGAT
AGCGACGAG 
Pomnožitev nigeicinske homologije na desni 
strani ciljnega gena 
Rap-KO-5 TTCAACGACCCCAGCAACAC Potrditev inaktivacije rapamicinske skupine 
Rap-KO-3 GAACGGCAAGTCTCGGTCTG Potrditev inaktivacije rapamicinske skupine 
Rap-KO-5V2 CTTGTCAGGGGCGTACCGAT Potrditev inaktivacije rapamicinske skupine 
Rap-KO-3V2 GCAGGTTGACGACGCAGATG Potrditev inaktivacije rapamicinske skupine 
Ela-KO-3 TCTGACGGCCTGATGAAACG Potrditev inaktivacije elaiofilinske skupine 
Ela-KO-5V2 GCACCTCGTGGCCGTATC Potrditev inaktivacije elaiofilinske skupine 
Ela-KO-5V3 CAGTGAGTCGAAGCCCAGTT Potrditev inaktivacije elaiofilinske skupine 
Ela-KO-3V3 GAGCGGCTTCATCGAGTTCA Potrditev inaktivacije elaiofilinske skupine 
Nig-KO-3V3 CCGGTGTACTGCGTCATCCA Potrditev inaktivacije nigericinske skupine 




Preglednica 14: Encimi, ki smo jih uporabili pri delu 
Encim Uporaba Proizvajalec 
DreamTaq DNA polimeraza PCR reakcije Thermo Scientific 
Phusion DNA polimeraza PCR reakcije Thermo Scientific 
Fast Digest restrikcijski encimi Rezanje plazmidov in genomske 
DNA 
Thermo Scinetific 
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Preglednica 15: Antibiotiki, ki smo jih uporabili pri delu 
Antibiotik Koncentracija v gojišču (µg/ml) Uporaba 
Ampicilin 100  Selekcija E. coli DH10β 
Apramicin 100/50 Selekcija E. coli ETpUZ, E. coli 







Selekcija E. coli ETpUZ in 
streptomicet 
Selekcija E. coli ETpUZ in 
streptomicet 
Nalidinska kislina 25 Prelivanje konjugacij 
 
3.1.7 Pufrske raztopine 
 
Preglednica 16: Pufri in druge raztopine, ki smo jih uporabili pri delu 
Pufer Uporaba Proizvajalec 
10x DreamTaq pufer PCR reakcije z DreamTaq polimerazo Thermo Scientific  
5x Phusion GC pufer  PCR reakcije s Phusion polimerazo Thermo Scientific  
Fast Digest Green 
pufer  
Restrikcijske reakcije s Fast Digest encimi  Thermo Scientific  
10x T4 DNA ligazni 
pufer  
Ligacije s T4 DNA ligazo  Thermo Scientific  
10x FastAP pufer  Reakcije defosforilacije s FastAP fosfatazo  Thermo Scientific  
6x LD DNA nanašalni 
pufer  
Agarozna gelska elektroforeza  Thermo Scientific 
  
50x TAE pufer  Agarozna gelska elektroforeza 
  
 
Sestava 50x Tris acetatnega pufra z EDTA (TAE)  
 
 242 g trishidroksimetilaminometana (TRIS) 
 57,1 ml ledocetne kislina  
 100 ml 0,5 M etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) 
 destilirana voda do 1 l 
 
Sestava 0,5 M raztopine EDTA 
 
 146,1 g EDTA 
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3.1.8 Ostale raztopine in reagenti 
 
 SYBR® safe gel stain (Invitrogen), barvilo za agarozne gele 
 dNTP (Thermo Scientific) 
 DMSO (Thermo Scientific) 
 nuclease-free water (Thermo Scientific), destilirana voda brez nukleaz 
 20 % glicerol 
 mravljična kislina (Sigma Aldrich) 
 X-gluc (Glentham Life Science) 
 rapamicin – standard (Carbosynth) 
 nanašalno barvilo – LD (Thermo Scientific) 
 
3.1.9 Komercialni kiti 
 
 GenCatch™ Advanced PCR Extraction Kit (Epoch) – kit za čiščenje PCR 
pomnožkov 
 GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) – kit za izolacijo plazmidne 
DNA 
 GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich) – kit za izolacijo 
bakterijske genomske DNA 
 Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) – kit za čiščenje PCR 
pomnožkov ter čiščenje DNA iz agaroznega gela 
 
3.1.10 Laboratorijske aparature in oprema 
 
 analitska tehtnica (Kern) 
 aparatura za izvajanje agarozne gelske elektroforeze (Bio-Rad) 
 aparatura za slikanje elektroforetskih gelov (Bio-Rad) 
 avtoklav (Sutjeska) 
 avtomatske pipete (Gilson) 
 brezprašna komora - laminarij (Iskra pio) 
 centrifuga (Hettich, Tehtnica) 
 aparatura za elektroporacijo (Bio-Rad) 
 hladilnik, 4°C (Gorenje, LTH) 
 HPLC analitika (Thermo Finnigan) 
 inkubator za S. rapamycinicus, 28 °C (Sutjeska) 
 inkubator za S. cerevisiae, 30 °C (Sutjeska) 
 inkubator za E. coli, 37 °C (Sutjeska) 
 magnetna mešala (Uniequip, Tehtnica) 
 masni spektrometer (Thermo Scientific) 
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 mikrovalovna pečica (Gorenje) 
 pH meter (Uniequip) 
 PCR pomnoževalec (Eppendorf) 
 spektrofotometer (Tecan) 
 stresalniki (Infors ht, Labnet) 
 tehtnica (Kern) 
 vodna kopel (Grant) 
 vrtinčnik (Ika) 
 zamrzovalnik, -20°C (LTH, Beko) 
 zamrzovalna skrinja, -80°C (Heto) 
 
3.1.11 Steklovina in potrošni material 
 
 aluminijasta folija 
 centrifugirke (15 ml, 50 ml) 
 erlenmajerice 
 elektroporacijske kivete 
 filtri 
 filter papir 
 homogenizatorji (15 ml, 50 ml) 
 krioviale 
 kroglice za razmazovanje 
 luknjači za agar plošče 
 magneti za mešanje 
 mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml) 
 mikrotitrske plošče 
 merilne čaše 
 merilni valji 
 nastavki za pipete 
 petrijeve plošče 
 plinski gorilnik 
 razmazovalne palčke 
 steklene viale 
 steklenice z zamaškom 
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V procesu izdelave magistrskega dela so bile uporabljene metode, ki jih lahko razdelimo v 
naslednje sklope: 
 
 Bioinformatske metode 
 
Temeljni sklop magistrskega dela so predstavljale bioinformatske metode. S splošno 
dostopnim programom BLAST (spletna stran NCBI), smo identificirali ključne genske 
skupine za sintezo rapamicina, elaiofilina in nigericina (GenBank: CP006567.1). To nam je 
omogočilo, da smo z bioinformatsko platformo Benchling, načrtovali pripravo plazmidov. 
Poleg priprave plazmidnih konstruktov z restrikcijo in ligacijo, je na Benchlingu možno 
tudi in silico načrtovati vodeče RNA za uporabo pri CRISPR-Cas tehnologiji editiranja 
genomov. Uporabljen model temelji na algoritmu Doench in sod. (2016), ki pri 
načrtovanju sekvenc upošteva specifičnost vezave na tarčna mesta in netarčna mesta.  
 
 Molekularno-genetske metode 
 
V tem sklopu smo v laboratoriju pripravljali genske kontrukte, na osnovi pKC1139 ali 
pCRISPOMYCES 2 plazmida (Cobb in sod., 2014). Inserte je predstavljala DNA, 
pomnožena z uzstreznimi primerji s PCR pomnoževalcem. Ustrezno preverjeni konstrukti 
so bili primerni za transformacijo izbranih organizmov. 
 
 Mikrobiološke metode 
 
Sem prištevamo vse metode gojenja in selekcije organizmov, ki smo jih med izdelavo dela 
pridobili z gensko manipulacijo (organizmi E. coli in S. rapamycinicus).  
 
 Analitske metode in metode potrjevanja uspešnosti pridobljenih mutant 
 
Poleg kromatografske analitike, ki je potekala na HPLC aparaturi, smo za potrditev 
uspešnosti ustvarjenih »knock-outov« uporabili še metodo potrjevanja s PCR na osnovi 
genomske DNA in biološki test. 
 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR), je metoda, ki temelji 
na pomnoževanju odsekov DNA s pomočjo encima DNA-polimeraze. Začetna 
oligonukleotida, komplementarna začetnemu in končnemu odseku DNA, ki ga želimo 
pomnožiti, nalegata na matrično DNA. Reakcija poteka verižno, pri vsaki ponovitvi se 
število kopij pomnoževanega odseka podvoji. Temperaturni profil se med vsakim ciklom 
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podvojevanja spreminja. Dvoverižna matrična DNA se mora najprej denaturirati do 
enoverižne, sledi vezava specifičnih začetnih oligonukleotidov ter podaljševanje verige 
DNA (preglednica 16). Metodo smo uporabljali za pomnoževanje zaporedja spefičnega 
gena in preverjanje uspešnosti ustvarjanja mutant s prekinjenimi geni. 
 
Preglednica 17: Primer profila verižne reakcije s polimerazo 
Temperatura (°C) Čas (min) Število ciklov Namen 
98 2:00 1 Začetno segrevanje  
98 0:15  Denaturacija 
Tm* 0:30 30 Vezava začetnih oligonukleotidov 
72 t**  Podaljševanje verig DNA 
72 10:00 1 Končno podaljševanje 
4 / 1 Zadrževanje/ Kratkoročno shranjevanje 
* temperatura prileganja je odvisna od temperature tališča oligonukleotidov 
** čas podaljševanja je odvisen od dolžine pomnožka (1 kb = 30 s) 
 
Primer reakcijske mešanice (50 μl): 
 28,5 μl dH2O 
 10 μl 5x GC green pufer  
 5 μl 20 mM dNTP (1:1) 
 2,5 μl 10 mM začetni oligonukleotid »forward« 
 2,5 μl 10 mM začetni oligonukleotid »reverse« 
 0,8 μl DMSO 
 0,5 μl polimeraze Phusion (1 U)  
 1 μl matrične DNA (npr. genomska DNA, 50 – 250 ng) 
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Elektroforeze v različnih izvedbah so ene izmed najpogosteje uporabljenih metod v 
laboratorijih. Pri agarozni gelski elektroforezi izkoriščamo negativni naboj DNA ali RNA 
molekul, ki v električnem polju potujejo glede na velikost oziroma število baznih parov 
(Smith, 1993). Večje molekule se skozi pore, ki nastanejo med zamreženjem agaroze, 
zaradi trenja premikajo počasneje kot manjše molekule (Sambrook in Russell, 2001). S 
tovrtsno metodo lahko ločujemo molekule velikosti 200-20.000 bp (Smith, 1993). 
 
Za analize DNA fragmentov na elektroforezi smo uporabili 0,8% agarozni gel. Zatehtali 
smo ustrezno količino agaroze, ji dodali 1x TAE pufer ter segrevali v mikrovalovni pečici, 
dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. Delno ohlajeni raztopini smo dodali barvilo 
SYBR® Safe DNA gel stain ter vse skupaj vlili v stojalo za gel s pripravljenim 
glavničkom. Ko se je gel strdil smo ga prenesli v elektroforezno banjico z 1x TAE pufrom 
in odstranili glavniček. V luknjice na gelu smo nanesli vzorce. Za določitev velikosti 
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našega produkta – PCR pomnožka ali ustrezno rezanega plazmida, smo dodali tudi 
velikostni standard. Banjico smo priključili na električno napetost (70-120 V) in tok pustili 
teči 30-45 minut. Po končani elektroforezi smo gel presvetlili z UV lučjo in ga 
fotografirali, po potrebi smo produkt tudi izrezali ter ga izolirali iz gela. Kadar smo DNA 
potrebovali v nadaljnih korakih, smo za fotografiranje uporabili ustrezen filter, da smo 




Transformacija vključuje vključitev gole DNA iz izvenceličnega okolja v genom 
prejemniške kompetentne bakterije (Chen in Dubnau, 2004). V našem delu smo kot 
kompetentne celice uporabili organizme E. coli. Prenos DNA preko celične membrane ni 
spontan, pač pa dobro reguliran proces, ki ga lahko pospešimo z elektroporacijo (Chen in 
Dubnau, 2004). Elektroporacija je postopek, ki z električnim tokom poveča prepustnost 
celične membrane za izvencelično DNA. 
 
40 µl predhodno pripravljenim elektrokompetentnim celicam, shranjenih na -80 °C, smo 
dodali 1 µl plazmida in mešanico dobro resuspendirali. Celoten volumen smo nato prenesli 
v elektroporacijsko kiveto in jo izpostavili električnemu toku (2 kV, 600 Ω, 25 μF). 
Vsebino kivete smo resupendirali v 0,5 ml 2TY gojišča, prenesli v 0,5 ml 2TY gojišča v 
mikrocentrifugirkah, nato pa celice inkubirali 40 minut v vodni kopeli, na 37 °C. Po 
inkubaciji smo celice centrifugirali (6000 rpm, 3 min) in odstranili večino gojišča. Pelet 
celic smo resuspendirali v preostanku gojišča in celoten volumen nacepili na trdno gojišče 
2TY, obogateno z ustreznimi antibiotiki, ki omogočajo selekcijo celic, ki so uspešno 
sprejele plazmid. Plošče smo inkubirali čez noč, na 37 °C. 
 
3.2.4 Priprava plazmidov  
 
3.2.4.1 Izolacija plazmidov 
 
V genetskem delu pridobljene plazmide smo transformirali v E. coli DH10β, nato pa iz 
celic izolirali plazmide. Posamezne kolonije, ki so preko noči zrasle na trdnih 2TY 
ploščah, z dodatkom ustreznih antibiotikov, smo prenesli v sterilne 50 mL falkonke, s 
tekočim 2TY gojiščem, z dodatkom istih antibiotikov. Kulture smo preko noči inkubirali 
na stresalniku pri 220 obr./min in temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo 2 ml tekoče 
kulture uporabili za izolacijo plazmidov. Izolacija je potekala s komercialnim kitom 
(GenElute™ Plasmid Miniprep Kit). V zadnjem koraku izolacije smo plazmide raztopili v 
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Restrikcija ima pri pripravi plazmidov dvojno vlogo. Uporabili smo jo za pripravo vektorja 
in inserta pred ligacijo, ter za preverjanje ustreznosti izoliranih plazmidov (t.i. »plasmid 
check« restrikcija). V mikrocentrifugirkah smo pripravili restrikcijsko mešanico, dodali 
DNA in inkubirali na 37 °C 30 minut (preverjanje plazmida) ali 2 uri (priprava vektorja in 
inserta).  
 
Sestava restrikcijske mešanice (preverjanje plazmida) – Thermo Scientific FastDigest 
encimi: 
 5 μl dH2O brez nukleaz 
 1 μl restrikcijskega pufra 
 0,4 μl restrikcijskega encima (0,4 U)  
 3,6 μl plazmida (do 0,4 μg DNA) 
 
Sestava restrikcijske mešanice (priprava vektorja in inserta) – Thermo Fisher Scientific 
FastDigest encimi: 
 42 μl vektorja/inserta (do 3 μg DNA) 
 5 μl restrikcijskega pufra 




Z metodo ligacije smo vstavili inserte DNA v plazmidne vektorje. Pripravili smo ligacijsko 
mešanico in jo inkubirali 2 uri na 16 °C oziroma čez noč na 4°C. 
 
Sestava ligacijske mešanice: 
 11,5 μl inserta  
 1,5 μl plazmidnega vektorja (20 – 100 ng) 
 1,5 μl ligaznega pufra 
 0,5 μl T4 ligaze Thermo Fisher Scientific (0,5 U) 
 
3.2.5 Priprava spor S. rapamycinicus divjega tipa in S. rapamycinicus ΔRAP 
 
Organizmi rodu Streptomyces v ustreznih pogojih sporulirajo. Če spore poberemo, jih 
lahko shranimo v 20% raztopini glicerola, na -20°C. Spore organizma S. rapamycinicus 
divjega tipa in mutante s prekinjenim rapamicinskim genom, smo dobili tako, da smo 100 
μl redčitev (10-1-10-4) dobrih spor iz zmrzovalnika, razmazali na plošče MMAM ali ISP4. 
Plošče smo v laminariju posušili in jih inkubirali približno dva tedna na 28°C. Ko so 
plošče dosegle ustrezno stopnjo sporulacije, smo organizme omočili z 2 ml 20 % glicerola 
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in z razmazovalno palčko spore nežno postrgali s plošč. Celoten volumen raztopine spor 




Konjugacija je eden izmed splošno raziskanih načinov prenosa dednega materiala med 
mikroorganizmi. Gre za neposreden stik med donorsko in prejemniško celico. med katerim 
se prenese celoten genom ali njegov del (Holmes in Jobling, 1996). Tehnika se rutinsko 
uporablja v genetskih laboratorijih, za prenos plazmidov, konstruiranih v E. coli, v druge, 
za rekombinacijo manj prilagodljive organizme. Prenos plazmidne DNA med E.coli in 
organizmi rodu Streptomyces, je poznana že dalj časa (Mazodier in sod., 1989). Za potrebe 
magistrskega dela, smo konjugacijo izvedli po postopku, opisanem v priročniku »Practical 
Streptomyces Genetics« (Kieser in sod., 2000).  
 
Plazmid pKC1139 je konjugativen plazmid, namenjen kloniranju v E. coli in prilagojen za 
izražanje v streptomicetah. Ima dodano rezistenco za apramicin ter odseka za podvojevanje 
plazmida v E. coli (oriT) oziroma v S. rapamycinicus (oriC). Plazmid pCRISPOMYCES 2 
je namenjen uporabi nove tehnologije CRISPR-Cas za preurejanje genoma. Vsebuje zapis 
za Cas9 iz Streptococcus pyogenes, prilagojen za izražanje v streptomicetah. Rezistenca za 
apramicin omogoča selekcijo E. coli gostiteljskega seva ter streptomicet, ki so sprejele 
plazmid. ColE1 je mesto začetka podvajanja v gostiteljski E. coli, oriT mesto pa omogoča 
konjugativni prenos plazmida iz E. coli v S. rapamycinicus. Temperaturno občutljivo pSG5 
zaporedje je namenjeno hitri izgubi plazmida po ciljnih spremembah genoma v 
streptomicetah.  
 
3.2.6.1 Priprava celic za konjugacijo 
 
Predhodno pripravljen plazmid smo z elektroporacijo transformirali v kompetentne celice 
E. coli ETpUZ. Celice smo 40 minut inkubirali v vodni kopeli, na 37 °C. Kulturo smo 
razmazali na trdno gojišče 2TY, z dodanimi antibiotiki: apramicin (100 µg/ml), kanamicin 
(25 µg/ml), kloramfenikol (10 µg/ml). Apramicin omogoča selekcijo celic, ki so sprejele 
plazmid pKC1139 ali pCRISPOMYCES 2. Kloramfenikolska rezistenca je prisotna v 
genomu seva ET12567, rezistenco na kanamicin pa ima konjugativni plazmid pUZ8002. 
Bakterije smo čez noč gojili na 37 °C, naslednji dan pa posamezne kolonije prenesli v 
sterilne 50 ml falkonke, s 5 ml tekočega 2TY, z isto koncentracijo antibiotikov kot na 
ploščah. Kulture smo preko noči gojili na stresalniku na 37 °C, pri 220 rpm. Naslednje 
jutro smo približno 1 ml kulture precepili v novo 50 ml falkonko, tokrat z 20 ml gojišča 
2TY z antibiotiki. Do optične gostote (OD) 0,4, smo organizme gojili na stresalniku (37 
°C,  220 rpm). OD smo merili s spektrofotometrom, pri valovni dolžini 600 nm.  
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3.2.6.2 Postopek konjugacije  
 
Priprava celic E. coli  
 
 falkonke s celicami smo centrifugirali 10 min pri 4000 rpm 
 celice smo 2x sprali s 5 ml 2TY gojišča, centrifugiranje 10 min pri 4000 rpm   
 na koncu smo celice resuspendirali v 1 ml 2TY gojišča, tako da smo dobili štirikrat 
po 250 μl suspenzije celic za konjugacijo 
 
Priprava celic S. rapamycinicus 
 
 spore smo centrifugirali 3 min pri 6000 rpm v 2 ml mikrocentrifugirki  
 spore smo 2x sprali z 1 ml 2TY gojišča, 2 min pri 6000 rpm  
 resuspendiranje spor v 500 μl 2TY (4x po 100 μl suspenzije spor za konjugacijo in 
100 µl za kontrolo spor)  
 izpostavitev vročinskemu šoku – 10 min smo jih segrevali na 50-55 °C (vodna kopel), 
nato pa ohladili na ledu  
 
Tako pripravljene celice in spore smo združili – 250 μl suspenzije celic E. coli in 100 μl 
suspenzije spor – ter jih razmazali na trdno gojišče MMAM ali ISP4. Plošče smo inkubirali 
čez noč na 28 °C. Naslednje jutro smo plošče prelili z nalidinsko kislino (1 ml na ploščo, 
koncentracija 25 µg/ml gojišča), plošče posušili in do popodlanskega prelivanja z 
apramicinom (1 ml na ploščo, koncentracija 50 µg/ml gojišča), postavili nazaj v inkubator. 
Nalidinska kislina inhibira rast E. coli, apramicin pa omogoča rast organizmom S. 
rapamycinicus, ki so sprejele konjugacijski plazmid. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 
ploščo, na katero je bila nacepljena samo suspenzija spor. Negativno kontrolo je 
predstavljajo trdno gojišče s suspenzijo spor, ki smo ga prelivali z obema antibiotikoma. 
Plošče smo inkubirali na 28 °C, 7 do 14 dni in spremljali rast kolonij – konjugant. 
 
3.2.7 Selekcija bakterij na trdnih gojiščih 
 
Po konjugacijah smo na ploščah MMAM in ISP4 iskali posamezne kolonije organizmov S. 
rapamycinicus. Prve kolonije, ki so že sporulirale, smo opazili po tednu dni gojenja na 28 
°C. Biomaso smo s sterilnimi zobotrebci prenesli v obliki zaplat na sveža trdna gojišča 
MMAM, ki so imela dodana antibiotika nalidinsko kislino in apramicin. Sledila je 
inkubacija na 28 °C, 10 dni oziroma do pojava sporulacije bakterijskega micelija. Zrasle 
kolonije smo nato precepili na nove plošče MMAM, tokrat z dodatkom apramicina. Plošče 
smo ponovno inkubirali na 28 °C, naslednjih 10-14 dni. Zrasle zaplate konjugant smo nato 
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3.2.8 Subkultivacije v tekočem gojišču 
 
Metoda subkultivacije je bila namenjena vključitvi plazmidnih vektorjev v genom. Z 
gojenjem na višji temperaturi (34 °C namesto 28 °C) aktiviramo temperaturno občutljivo 
ori mesto na plazmidu (ang. origin of replication, mesto začetka podvojevanja). Najprej 
smo streptomicete, ki so prejele plazmide, gojili v tekočem TSB (5 ml), z dodatkom 
apramicina. Kulture smo vsakodnevno homogenizirali s pomočjo ročnega homogenizatorja 
ali razmazovalnih kroglic, ter jih precepili v sveže gojšče z dodanim antibiotikom. 
Postopek smo ponovili vsaj dvakrat, nato pa biomaso prenesli v tekoče TSB gojišče, brez 
dodanega antibiotika. Subkultivacija v tekočem gojišču je potekala naslednjih sedem dni; 
po istem postopku kot pri subkulitvaciji z apramicinom, smo biomaso vsak dan 
homogenizirali in prenesli v sveže gojišče. Po končanih subkultivacijah smo biomaso 
homogenizirali in naredili redčitve, ki smo jih nacepili na MMAM, da bi pridobili spore. 
Po 10-14 dneh rasti na 28 °C, smo spore pobrali in shranili v 20 % glicerolu na -20 °C.  
 
3.2.9 Selekcija organizmov po subkultivaciji 
 
Spore bakterij, ki smo jih pobrali po subkultivaciji, smo v naslednjem koraku porabili za 
pripravo serijskih redčitev. Redčitve do posameznih kolonij smo nato nacepili na trdna 
gojišča MMAM. Ko so kolonije zrasle do sporulacije, smo jih precepili naprej, vsako 
kolonijo na gojišča MMAM z apramicinom in MMAM brez dodanega antibiotika. 
Tovrstno testiranje je omogočilo ločevanje med mutanti, ki smo jim prekinili gen (rastejo 
samo na MMAM brez antibiotika) in kolonijami, ki jim gena nismo uspeli prekiniti (rastejo 
na obeh gojiščih). V tej fazi smo se poslužili tudi pečatenja z žametnimi blazinicami. 
Plošče MMAM z ustrezno redčitvijo spor do posameznih kolonij, smo v fazi sporulacije 
odtisnili na sterilne blazinice. Na žamet smo nato pritisnili plošče MMAM in MMAM z 
apramicinom, da so spore pustile odtis tudi na svežih gojiščih. Po 10 dneh smo vizualno 
primerjali rast na obeh gojiščih in iskali posamezne kolonije, ki so izgubile sposobnost 
rasti na antibiotičnih ploščah. Potencialno uspešno ustvarjene mutante smo nato z 
zobotrebci precepili na večjo površino svežih plošč MMAM, da bi pridobili biomaso za 
potrjevanje uspešnosti prekinjenega gena.  Pri konjugantah, ki so sprejele plazmid 
pKC1139 + NIG (HOM L + R) + gusA + erm*, smo plošče MMAM ustreznih gostot 
prelivali tudi z 1 mM raztopino X-gluc, substrata za gusA. Iskali smo posamezne kolonije, 
ki se niso obarvale modro. Takšne kolonije smo nato precepili na plošče MMAM in 
MMAM + Apr.  
 
3.2.10 Inokulacija vegetativnega in produkcijskega gojišča 
 
Proizvodnjo sekundarnih metabolitov organizma S. rapamycinicus smo želeli doseči z 
inokulacijo v vegetativno in produkcijsko gojišče. Micelij organizmov, ki so po prestani 
selekciji zrastli na trdnem gojišču MMAM, smo z luknjači za agarne plošče prenesli v 
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tekoče vegetativno gojišče, v falkonkah s penastimi zamaški. Na stresalniku smo biomaso 
namnoževali 36 ur, na 28 °C in pri 220 rpm. Nato smo sterilno prenesli 1,5 ml tekoče 
kulture v dve novi falkonki, s 5 ml produkcijskega gojišča. Produkcija sekundarnih 
metabolitov je potekala 6 dni na 26 °C in 220 rpm. Zaradi večdnevnega gojenja, smo 
vklopili tudi vlaženje zraka na stresalniku.  
 
3.2.11 Ekstrakcija sekundarnih metabolitov iz tekočega gojišča 
 
Kot topilo pri ekstrakciji smo uporabljali acetonitril z 0,1 % mravljično kislino. K 5 ml 
produkcijskega gojišča smo dodali enak volumen topila, falkonki nadeli plastičen zamašek 
in vsebino dobro premešali. Falkonke smo nato še eno uro stresali na 26 °C, nato pa jih 
pustili na pultu 10 min, da se je vsebina posedla. 1,5 ml zgornje plasti oziroma 
supernatanta smo s pasterjevimi pipetami prenesli v sterilne 2 ml mikrocentrifugirke. 
Sledilo je 10 minutno centrifugiranje, na 16200 rpm. Po centrifugiranju smo 600 µl 
bistrega supernatanta prenesli v steklene viale in vzorce shranili na +4 °C do analize na 
HPLC. Preostanek ekstrakta smo shranili na -20 °C za poznejšo uporabo pri biološkem 
testu. 
 
3.2.12 Biološki test  
 
Namen biološkega testa je preveriti, kako izbran sev S. rapamycinicus vpliva na rast 
kontrolnega organizma v gojišču. Pri našem delu smo uporabili več testnih organizmov. 
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) je bila uporabljena pri organizmih, ki 
smo jim prekinjali gen za biosintezo rapamicina. Zaznavanje prisotnosti elaiofilina je 
potekala z organizmom Micrococcus luteus, nigericina pa z izolatom Bacillus spp. Testne 
organizme smo inokulirali v tekoča gojišča YEPD (S. cerevisiae in Bacillus spp.) ali 2TY 
(M. luteus) in jih gojili preko noči. Prekonočne kulture smo zjutraj naslednjega dne redčili 
z izbranim gojiščem v razmerju 1:5 (100 µl kulture: 400 µl gojišča), nato pa po 500 µl 
redčitve razmazali na plošče z istim trdnim gojiščem. Tako pripravljene plošče smo za eno 
uro postavili v hladilnik, na 4 °C, nato pa nanje z luknjačem prenesli izsečke z micelijem 
organizma S. rapamycinicus divjega tipa in mutant s prekinjenimi geni, starih med 9 in 16 
dni. Plošče z obema organizmoma smo nato uro in pol inkubirali na 4 °C, da so snovi iz 
streptomicet, ki inhibirajo rast testnih organizmov, lahko uspešno difundirale. Nato smo 
gojišča prenesli v inkubator na 30 °C in po 24. urah odčitali rezultate – premer con okoli 
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3.2.13 Določanje vsebnosti sekundarnih metabolitov z analitskimi metodami 
 
Za določanje vsebnosti sekundarnih metabolitov, ki jih je organizem S. rapamycinicus 
proizvedel po šestdnevni rasti v produkcijskem gojišču, smo se poslužili kromatografskih 
metod. Določanje rapamicina in elaiofilina je potekalo s HPLC analitiko, vsebnost 
nigericina pa smo spremljali s sklopljeno HPLC-MS/MS analizo. HPLC oziroma 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je analitska metoda, ki z ustvarjenim visokim 
tlakom omogoča ločevanje spojin v mešanici. Tekoča mobilna faza potuje skozi trdno 
stacionarno fazo v koloni (Forgacs in Cseharti, 2003). Ker vsaka molekula v mešanici 
drugače reagira z adsorbcijskim materialom v koloni, lahko s različnim pretokom ločimo 
komponente mešanice.  Sistem HPLC za detekcijo sestavljajo črpalka, injektor, rezervoar z 
mobilno fazo, kolona z detektorjem in čitalec. Črpalka ustvari visok tlak in omogoča 
prehod mobilne faze z analiti preko kolone. Detektor meri absorbcijo UV-svetlobe in 
signal pošlje rekorderju, ki izriše elucijski diagram s prikazom količine molekul pri 
določeni valovni dolžini svetlobe. Če HPLC povežemo z masno spektrometrijo, lahko 
razširimo možnost zaznavanj analitov. Masna spektrometrija z ionizacijo nabije kemijske 
spojine in jih loči glede na razmerje med maso in nabojem (Yerlekar in sod., 2014). 
Sestavljajo ga vir ionizacije, masni analizator in detektor. Na koncu analize dobimo masni 
spekter, ki zajame vse spojine v mešanici.  
 
Vsebnost rapamicina in elaiofilina je bila izmerjena na aparaturi HPLC (Thermo Finnigan) 
s PDA detektorjem, ki zajame spekter svetlobe od UV do IR. Uporabili smo reverzno 
fazno kolono Macherey-Nagel EC 150/4.6 NUCLEODUR C18 HTec z velikostjo delcev 5 
μm. Za mobilno fazo smo uporabili 0,1 % mravljično kislino, redčeno v didestilirani vodi 
in acetonitril.  Pretok na koloni je bil 1 ml/min, ločevanje pa je potekalo pri 25° C.  
 
Za detekcijo nigericina smo uporabili HPLC-MS/MS analitski sistem. Najprej smo analit 
ločili s kolono, enako tisti za detekcijo rapamicina in elaiofilina. PDA detektor je zaznal 
svetlobo med 200 in 600 nm. Z mobilnima fazama (0,1 % mravljična kislina v didestilirani 
vodi in acetonitril) smo pri pretoku 1ml/min ločevali molekule pri 60° C. Ker nigericin ne 
absoorbira pri UV spektru, z masno spektrometrijo povzročimo razpad molekule na manjše 
delce, ki jih lahko zaznamo. 
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4.1 REZULTATI BIOINFORMATSKE ANALIZE IZBRANIH GENSKIH SKUPIN 
 
Za potrebe magistrskega dela smo v bioinformatskem programu Benchling preučili gene, 
vključene v biosintezo rapamicina, elaiofilina in nigericina. Strategija za prekinitve genov 
vseh treh metabolitov je bila enaka. S pomočjo literature smo identificirali prvi ključni gen, 
ki ima zapis za prvi modul v poliketidni sintezi metabolitov. Pričakujemo, da bo prekinitev 
delov teh genov povsem prekinila biosintezo izbranih metabolitov. 
 
Kot je razvidno iz spodnjih slik, smo na izbranih genih v biosinteznih poteh načrtovali 
homologne odseke DNA, ki smo jih uporabili za pripravo vektorskih konstruktov za ciljno 
prekinjanje genov. Odseki DNA, dolgi med 1380 in 2141 baznih parov, so homologni 5' 
koncem genov. V rdečem kvadratu so prikazane homologije, ki smo jih določili za 
ustvarjanje plazmidov za tarčno prekinjanje genov. Z zeleno črto je podčrtan del genoma, 
ki smo ga prekinjali. 
 
Slika 11: Shema genske skupine za sintezo rapamicina, ustvarjena v Benchlingu.  
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Slika 13: Shema genske skupine za sintezo elaiofilina, ustvarjena v Benchlingu.  
 
Podatke bioinformatskih analiz smo uporabili pri pripravi plazmidnih konstruktov. Pri tem 
smo se poslužili dveh strategij. Pripravili smo plazmide na osnovi pKC1139, za prekinjanje 
genov s postopki klasične homologne rekombinacije. Pristop smo kasneje nadgradili še z 
integracijo poročevalskega gena gusA. Hkrati smo pripravili še plazmide na osnovi 
pCRISPOMYCES 2, za uporabo s CRISPR-Cas povezanega ciljnega prekinjanja genov. 
 
4.2 REZULTATI PRIPRAVE GENSKIH KONSTRUKTOV 
 
4.2.1 Plazmid pKC1139 + RAP (HOM L + R)  
 
V plazmid za homologno rekombinacijo pKC1139 (slika 9) smo z restrikcijo vnesli 
rapamicinski homologiji levo in desno, ki sta bili pridobljeni s pomnožitvijo s PCR iz 
genomske DNA S. rapamycinicus divjega tipa. Začetni oligonukleotidi za pomnožitev 
homologij so bili postavljeni tako, da je pomnožen odsek DNA pokril začetni del 
rapamicinskega gena, ki ga želimo prekinjati (RAP HOM L) oziroma končni del (RAP 
HOM R). Pomnožke smo z gelsko elektroforezo ločili v električnem polju, dele gela s 
pomnožki izrezali in sčistili s komercialnim kitom. Plazmid pKC1139 in inserte 
(homologiji L in R), smo nato rezali z restrikcijskimi encimi. Plazmid smo linearizirali z 
XbaI, ki ima na krožnem odseku DNA eno prepoznavno mesto. Tako smo ustvarili lepljive 
konce, na katere lahko nalegajo homologni inserti. Oba inserta smo rezali s kombinacijo 
encimov XbaI/HindIII. Izbira teh encimov omogoča, da se homologiji med ligacijo 
medsebojno pravilno orientirata in z lepljivimi konci povežeta v vektor.    
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Slika 14: Shema plazmida pKC1139 + RAP (HOM L+R) 
 
4.2.2 Plazmid pKC1139 + ELA (HOM L + R)  
 
Po analogiji s plazmidom z inserti rapamicinskih homologij, smo tudi pri elaiofilinu z 
reakcijo PCR namnožili homologiji L in R na začetku in na koncu elaiofilinskega gena. V 
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Slika 15: Shema plazmida pKC1139 + ELA (HOM L+R) 
 
4.2.3 Plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R) + erm* + gusA  
 
Tudi pri pripravi plazmida pKC1139 + NIG (HOM L + R) + gusA + erm* smo se poslužili 
podobne poti. Predhodno pripravljen plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R), smo 
linearizirali z restrikcijskim encimom SnaBI. Vanj smo ligirali insert GusA + erm*, 2400 
bp dolg fragment, izrezan iz plazmida pSET + erm* + GusA s kombinacijo encimov PvuII 
in XhoI. Tako pripravljen konstrukt je omogočal selekcijo s substratom X-gluc. 
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Slika 16: Shema plazmida pKC1139 + NIG (HOM L+R) + erm* + gusA 
 
4.2.4 Plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + RAP (HOM L + R)  
 
Za pripravo konstrukta na osnovi CRISPR-Cas9 tehnologije, smo uporabili plazmid  
pCRISPOMYCES 2 (Cobb in sod., 2014). Na plazmid smo s kombinacijo encimov EcoRI 
in XbaI ligirali sintetični odsek DNA, dolg 499 bp, ki je vseboval dva prepoznavna mesta 
za Cas9 endonukleazo (2x sgRNAtracr). Ti dve mesti sta sklopljeni z vmesnikoma (angl. 
spacers), ki omogočita delovanje Cas9. Za ustvarjanje mutant v rapamicinskem genu, smo 
plazmidu dodali še homologiji za rapamicin (RAP HOM L in RAP HOM R). Homologiji 
sta bili z restrikcijskim encimom XbaI izrezani iz predhodno pripravljenega plazmida 
pKC1139 + RAP (HOM L + R) in ligirani v plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr, prav tako rezan z XbaI. 
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Slika 17: Shema plazmida pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + RAP (HOM L + R) 
 
4.2.5 Plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + ELA (HOM L + R)  
 
V predhodno pripravljen plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr, s sintetičnim 
odsekom s prepoznavnima mestoma za Cas9, smo ligirali homologiji za elaiofilinsko 
gensko skupino. Plazmid smo linealizirali z XbaI, homologiji (ELA HOM L in ELA HOM 
R) pa smo pridobili z reakcijo PCR. Inserta smo pred ligacijo rezali s kombinacijo 
XbaI/HindIII, da smo pridobili lepljive konce. 
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Slika 18: Shema plazmida pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + ELA (HOM L + R) 
 
4.2.6 Plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + NIG (HOM L + R) 
 
Podobno kot pri pripravi plazmida za prekinjanje elaiofilinskega gena, smo tudi 
nigericinski homologiji iz konca genov namnožili z reakcijo PCR. Homologiji NIG L in 
NIG R smo rezali s kombinacijo restrikcijskih encimov XbaI/HindIII. Tako pripravljena 
inserta smo ligirali v vektor pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr (sintetični odsek s 
prepoznavnimi mesti za Cas9), predhodno linealiziran z XbaI.  
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Slika 19: Shema plazmida pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + NIG (HOM L + R) 
 
4.3 PREVERJANJE USPEŠNOSTI POMNOŽENIH HOMOLOGIJ ZA PRIPRAVO 
PLAZMIDOV 
 
V prvi fazi priprave plazmidnih konstruktov je bilo potrebno pridobiti odseke DNA, ki so 
homologni zapisom na genomu. Z reakcijo PCR nam je na genomski DNA organizma S. 
rapamycinicus divjega tipa, uspelo pomnožiti odseke, homologne koncem genov v 




S parom začetnih oligonukleotidov Rap-HOM L-Fw + Rv nam je z verižno reakcijo s 
polimerazo uspelo pomnožiti homologni odsek DNA levo (1380 bp), s parom Rap-HOM 
R-Fw + Rv pa desno (1830 bp) od izbranega gena v biosintezni poti za rapamicin. 
Pomnožka, ločena z agarozno elektroforezo, sta označena na spodnji sliki (slika 20).  
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Slika 20: Rezultat pomnožitve odsekov, homologijnim izbranemu genu za rapamicin  
 
Homologiji smo uporabili za pripravo plazmidov plazmidov pKC1139 + RAP (HOM L + 




S parom začetnih oligonukleotidov Ela-HOM L-Fw + Rv nam je z verižno reakcijo s 
polimerazo uspelo pomnožiti homologni odsek DNA levo (1830 bp) od izbranega gena v 
biosintezni poti za elaiofilin. Pomnožka, ločena z agarozno elektroforezo, sta označena na 
spodnji sliki (slika 21). 
 
 
Slika 21: Pomnožki, ki ustrezajo zaporedju na genomu levo od izbranega gena za elaiofilin  
 
S parom začetnih oligonukleotidov Ela-HOM R-Fw + Rv nam je z verižno reakcijo s 
polimerazo uspelo pomnožiti homologni odsek DNA desno (1685 bp) od izbranega gena v 
biosintezni poti za elaiofilin. Pomnožka, ločena z agarozno elektroforezo, sta označena na 
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Slika 22: Pomnožki, ki ustrezajo zaporedju na genomu desno od izbranega gena za elaiofilin 
 
Homologiji smo uporabili za pripravo plazmidov pKC1139 + ELA (HOM L + R) in 




S parom začetnih oligonukleotidov Nig-HOM L-Fw + Rv nam je z verižno reakcijo s 
polimerazo uspelo pomnožiti homologni odsek DNA levo (1639 bp) od izbranega gena v 
biosintezni poti za nigericin (jamica 2). Par začetnih oligonukleotidov Nig-HOM R-Fw + 
Rv pa je z verižno reakcijo s polimerazo pomnožil homologni odsek DNA desno (2141 bp) 
od izbranega gena v biosintezni poti za nigericin – jamica 4. 
 
 
Slika 23: Pomnožki, ki ustrezajo zaporedju na genomu levo in desno od izbranega gena za nigericin 
 
Homologiji smo uporabili za pripravo plazmidov pKC1139 + NIG (HOM L + R) + erm* + 
gusA in pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + NIG (HOM L + R). 
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4.4 PREVERJANJE USPEŠNOSTI PRIPRAVE PLAZMIDNIH KONSTRUKTOV 
 
Plazmide za ciljno prekinjanje genov izbranih sekundarnih metabolitov smo po kloniranju 
v E. coli, izolirali s komercialnim kitom. Njihovo ustreznost smo pred nadaljnjim delom 
preverili z restrikcijskimi encimi.  
 
4.4.1 Plazmid pKC1139 + RAP (HOM L + R) 
 
Z restrikcijskim encimom XbaI smo preverjali uspešnost priprave plazmida pKC1139 + 
RAP (HOM L + R). Več testiranih plazmidov na sliki 24 ima pričakovan profil (6400 bp + 
3200 bp). Enega izmed njih (jamica 3) smo izbrali za sekvenciranje, ki je potrdilo pravilno 
orientiranost ligiranih homologij v plazmid. 
 
 
Slika 24: Testna restrikcija plazmidov pKC1139 + RAP (HOM L + R) 
 
4.4.2 Plazmid pKC1139 + ELA (HOM L + R) 
 
Restrikcija z XbaI je bila uspešna (slika 25). Pričakovan profil (6400 bp + 3500 bp) je 
opaziti pri večih plazmidih. Plazmid v 11. jamici (v rdečem kvadratu) je bil izbran za 
sekvenciranje, s katerim smo potrdili pravilno orientiranost ligiranih homologij. 
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Slika 25: Testna restrikcija plazmidov pKC1139 + ELA (HOM L + R) 
 
4.4.3 Plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R) 
 
Izolirane plazmide pKC1139 + NIG (HOM L + R) smo preverili z dvema različnima 
restrikcijskima encimoma (slika 26). Plazmidi v jamicah od 1 do 9 so rezani z EcoRV 
(pričakovan profil 1400 bp + 8700 bp). V jamicah od 12 do 19 so ti isti plazmidi rezani še 
z NcoI (1400 bp + 8800 bp). Pričakovan profil obeh restrikcij ima več plazmidov, pravilna 




Slika 26: Testna restrikcija plazmidov pKC1139 + NIG (HOM L + R) 
 
4.4.4 Plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R) + erm* + gusA 
 
Izbran plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R), katerega zaporedje je bilo potrjeno s 
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Z encimom SnaBI, ki ima na plazmidu samo eno prepoznavno mesto, smo linealizirali 
plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R). Plazmid s homologijama levo in desno, je dolg 




Slika 27: Restrikcija plazmida pKC1139 + NIG (HOM L + R) s SnaBI 
 
Zapis za gen gusA, povezan z erm* promotorjem, smo pridobili z restrikcijo plazmida 
pSET + erm* + gusA. Restrikcijska encima PvuII in XhoI imata na plazmidu je več 
prepoznavnih mest, fragment erm* + gusA, ki smo ga uporabili za nadaljnjo ligacijo pa je 
dolg približno 2400 bp (slika 28). Fragment v rdečem okvirčku smo izrezali iz gela in 
izolirali s s komercialnim kompletom. Sledila je ligacija v predhodno lineariziran (SnaBI) 
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Slika 28: Restrikcija plazmida pSET + erm* + gusA s PvuII in XhoI 
 
Uspešnost priprave plazmidnega konstrukta pKC1139 + NIG (HOM L + R) + erm* + 
gusA, smo preverili z restrikcijskima encimoma NdeI in XhoI. Rezultat testne restrikcije na 
sliki 29 predstavljata fragmenta dolžine 1200 bp in 11200 bp (jamici 3 in 4). Pravilna 
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4.4.5 Plazmid pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R) 
 
Potrditev uspešnosti priprave plazmidnega konstrukta pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-
tracr + RAP (HOM L + R), je potekala z restrikcijskim encimom XbaI. Več plazmidov na 
sliki 30 ima pričakovan profil 11000 bp in 3200 bp, tista v jamicah 4 in 5 sta bila izbrana 
za  sekvenciranje. Sekvenčna reakcija je potrdila pravilno orientiranost ligiranih homologij. 
 
  
Slika 30: Testna restrikcija plazmida pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R) 
 
4.4.6 Plazmid pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + ELA (HOM L + R) 
 
 
Slika 31: Testna restrikcija plazmida pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + ELA (HOM L + R) 
 
Uspešnost priprave plazmidnega konstrukta pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + ELA 
(HOM L + R), je bila potrjena z restrikcijo z XbaI (slika 31). Pričakovan profil (11.000 bp 
+ 3500 bp) ima več plazmidov. Tisti v jamici 2 je bil poslan na sekvenciranje, ki je potrdilo 
pravilno orientiranost ligiranih homologij. 
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4.4.7 Plazmid pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + NIG (HOM L + R) 
 
Pravilni profil plazmida pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + NIG (HOM L + R), ki 
smo ga potrdili tudi s sekvenciranjem orientacije ligiranih homologij, ima plazmid v jamici 
9 (11.000 bp + 3800 bp). Restrikcija na sliki 32 je bila narejena z XbaI. 
 
 
Slika 32: Testna restrikcija plazmida pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + NIG (HOM L + R). 
 
4.5 REZULTATI USPEŠNOSTI PREKINJANJA GENA 
 
4.5.1 Selekcija organizmov po subkultivaciji 
 
Homologna rekombinacija ni izrazito učinkovit dogodek. S subkultivacijo v tekočem 
gojišču smo pričakovali, da bo del organizmov v koloniji skozi proces dvojnega 
prekrižanja izgubil plazmid in z njim tudi del gena, ki ga želimo prekiniti. Taki organizmi 
izgubijo rezistenčni marker za apramicin, ki je na plazmidu in tako niso sposobni rasti v 
prisotnosti apramicina. Iskanje sekundarnih rekombinant je potekalo na tri načine. 
Organizme S. rapamycinicus, ki smo jim prekinjali rapamicinski in elaiofilinski gen, smo 
pečatili in precepljali na gojišča MMAM ter MMAM + Apr 50. Na isti način, s 
precepljanjem na gojišča MMAM z in brez dodanega apramicina, smo iskali tudi 
sekundarne rekombinante seva S. rapamycinicus, ki ima hkrati prekinjena gen v 
biosintezni poti za rapamicin in elaiofilin. Rekombinante za prekinjanje nigericinskega 
gena pa smo dodatno prelivali še s substratom za gen gusA (1 mM x-gluc). Podobno kot 
velja za apramicin, je tudi gen gusA vezan na plazmidno ogrodje. Pri kolonijah, ki so v 
procesu subkultivacij izgubile plazmid, po prelivanju z x-gluc ne pričakujemo modrega 
obarvanja. 
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Kolonije, ki so zrasle na ploščah MMAM, 7 dni po pečatenju, smo med seboj vizualno 
primerjali. Iskali smo kolonijo, ki ni sposobna rasti v prisotnosti apramicina. Kolonija v 
rdečem na spodnji sliki (slika 33) je občutljiva na apramicin in sposobna rasti samo na 
gojišču brez antibiotika. Za potrjevanje uspešnosti prekinjanja gena, smo jo precepili na 
večjo površino svežih gojišč MMAM. 
 
 
Slika 33: Iskanje na apramicin občutljivih kolonij S. rapamycinicus 
Spore konjugant S. rapamycinicus, ki so sprejel plazmid pKC1139 + NIG (HOM L + R) + 
gusA + erm*, smo po subkultivaciji shranili v glicerolu. Uporabili smo jih za serijske 
redčitve na gojiščih MMAM. Posamezne kolonije ustreznih redčitev smo ko so dosegle 
sporulacijo, prelili z 1mM X-gluc in naslednji dan precepili neobarvane kolonije (v rdečem 
kvadratu na sliki 34) na plošče z gojiščem MMAM z in brez apramicina. Za kolonije, ki so 
izgubile sposobnost modrega obarvanja, pričakujemo, da so po procesu dvojnega 
prekrižanja izgubile plazmid, na katerega je vezana tudi rezistenca na apramicin.   
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Slika 34: Presejalni test s poročevalskim genom gusA za iskanje pridobljenih mutant v nigericinski 
biosintezni poti 
 
4.5.2 Potrjevanje prekinjanja genov s PCR reakcijo na osnovi genomske DNA 
 
Z začetnimi oligonukleotidi za potrditev posameznih genskih skupin (Preglednica 12), smo 
z verižno reakcijo s polimerazo pomnoževali posamezne odseke genomske DNA 
organizmov, ki smo jih kot domnevne sekundarne rekombinante dobili po subkultivaciji. 
Izolati, pri katerih smo uspešno prekinili gene za biosintezo sekundarnih metabolitov, so 
poimenovani S.rapamycinicus ΔRAP/ΔELA/ΔNIG. Organizem, ki smo mu hkrati prekinili 
gena za rapamacin in elaiofilin pa S.rapamycinicus ΔRAP ΔELA. 
 
4.5.2.1 Preverjanje sprememb v genomu S. rapamycinicus pKC1139 ΔRAP 
 
Izolacija genomske DNA 
 
Kvaliteto izolirane genomske DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
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Slika 35: Genomska DNA organizmov z domnevno prekinjenim genom v rapamicinski biosintezni poti 
 
Z uporabljenim parom začetnih oligonukleotidov Rap KO 5V2 + Rap KO 3 smo pri 
izolatih S. rapamycinicus želeli preveriti uspešnost ustvarjene prekinitve v biosintezni poti 
za rapamicin (slika 36). Pri organizmu s prekinjenim genom za rapamicin, opazimo 
pomnožek velikosti 2600 bp (jamice 6-8, 10 in 11). Divji tip S. rapamycinicus da z istim 
parom začetnih oligunukleotidov pomnožek velikosti 5500 bp (jamici 1 in 2). V jamici 3 je 
kot pozitivna kontrola pomnožen plazmid pKC1139 + RAP (HOM L + R). 
 
 
Slika 36: PCR pomnožki začetnih oligonukleotidov Rap KO 5V2 + Rap KO 3 
 
Izbrane izolate smo testirali še s parom začetnih oligonukleotidov Rap KO3V2 + Rap KO 
5 (slika 37).  Pri izolatu S. rapamycinicus s prekinjenim genom za rapamicin smo na 
agaroznem gelu videli pomnožek velikosti 4400 bp (jamice 6, 10 in 11). Divji tip S. 
rapamycinicus da z istim parom začetnih oligunukleotidov pomnožek velikosti 7300 bp 
(jamici 1 in 2). 
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Slika 37: PCR pomnožki začetnih oligonukleotidov Rap KO 3V2 + Rap KO 5 
 
Pomnoženi fragmenti iz luknjic 6, 10 in 11, so bili izrezani iz gela, očiščeni s 
komercialnim kitom in poslani na sekvenciranje. Z njim smo potrdili uspešnost ustvarjene 
prekinitve na mestu v genomu, ki ima zapis za biosintezo rapamicina. 
 
4.5.2.2 Preverjanje sprememb v genomu S. rapamycinicus pKC1139 ΔELA 
 
 
Slika 38: PCR pomnožki začetnih oligonukleotidov Ela KO 3V3 + Ela KO 5V3 in Ela KO 5V2 + Ela KO 3 
 
Z dvema paroma začetnih oligonukleotidov smo pri izolatih S. rapamycinicus preverjali 
uspešnost ustvarjene prekinitve v biosintezni poti za elaiofilin (slika 38). Kombinacija 
začetnih oligonukleotidov Ela KO5V3 + Ela KO3V3 (jamice 1-5) je pri izolatu s 
prekinjenim genom za elaiofilin (jamica 4) dala pomnožek dolžine 2750 bp, pri izolatu 
divjega tipa (jamica 5) pa 8850 bp. Par začetnih oligonukleotidov Ela KO5V2 + Ela KO 3 
(jamice 6-10) je pri istem izolatu s prekinjenim genom (jamica 9) dal pomnožek velikosti 
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4400 bp. Divji tip (jamica 10) ima pri tej kombinaciji začetnih oligonukleotidov profil 
10500 bp, ki nam ga je kljub velikosti uspelo pomnožiti. 
 
4.5.2.3 Preverjanje sprememb v genomu S. rapamycinicus pKC1139 ΔNIG 
 
Izolacija genomske DNA 
 
Kvaliteto izolirane genomske DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
 
Slika 39: Genomska DNA organizmov z domnevno prekinjenim genom v nigericinski biosintezni poti 
 
Preverjanje uspešnosti ustvarjenih prekinitev v biosintezni poti za nigericin smo izvedli v 
rerižno reakcijo s polimerazo, s parom začetnih oligonukleotidov Nig KO 5V3 + Nig KO 
3V3 (slika 40). Pri organizmu s prekinjenim genom (jamica 1 v rdečem okvirju) smo 
pomnožili fragment dolžine 1760 bp. Isti par oligonukleotidov nalaga tudi na organizmu 
divjega tipa (jamica 12), kjer pa nam dela gena zaradi njegove velikosti (> 10.000 bp) ni 
uspelo pomnožiti. 
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Slika 40: PCR pomnožki začetnih oligonukleotidov Nig KO 3V3 + Ela KO 5V3  
 
4.5.2.4 Preverjanje sprememb v genomu S. rapamycinicus pCRIPOMYCES 2 + 2 x 
sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R) 
 
 
Slika 41: PCR pomnožki z začetnimi oligonukleotidi Rap KO 5V2 in Rap KO 3 
 
Z začetnimi oligonukleotidi Rap KO 5V2 in Rap KO 3 smo preverjali uspešnost prekinitve 
gena v biosintezni poti za rapamicin (slika 41). Pri vseh izolatih, ki so sprejeli plazmid 
pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R) (jamice 1-9) dobimo 
pomnožek velikosti 5500 bp. To ustreza pomnožku pri izolatu divjega tipa (jamica 12), ki 
je prav tako dolg 5500 bp. V jamici 10 je za kontrolo pomnožek iz plazmida 
pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R), v jamici 11 pa pomnožek 
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genomske DNA izolata S.rapamycinicus ΔRAP (oba dolžine 2600 bp), ki ima potrjeno 
prekinjen gen v biosintezni poti za rapamicin. 
 
Iste izolate, smo uporabili še za reakcijo PCR z začetnimi oligonukleotidi Rap KO 3V2 in 
Rap KO 5 (jamice 1-9) (slika 42). Vse kolonije so imele enak profil kot izolat divjega tipa 
v 12. jamici (7300 bp), torej jim gena v biosintezni poti za rapamicin nismo uspeli 
prekinili. V jamici 10 je kot negativna kontrola plazmid pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-
tracr + RAP (HOM L + R), na katerega izbrana kombinacija oligonukleotidov ne nalega. S. 
rapamycinicus ΔRAP v jamici 11 ima pričakovan profil ustvarjene prekinitve – 4400 bp. 
 
Slika 42: PCR pomnožki z začetnimi oligonukleotidi Rap KO 3V2 in Rap KO 5 
 
4.5.2.5 Preverjanje sprememb v genomu S. rapamycinicus pKC1139 ΔRAP ΔELA 
 
Izolacija genomske DNA 
 
Kvaliteto izolirane genomske DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
 
Slika 43: Genomska DNA organizmov s prekinjenim genom v biosintezni poti za rapamicin in domnevno 
prekinjenim genom v biosintezni poti za elaiofilin 
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S parom začetnih oligonukleotidov Ela KO 5V3 + Ela KO 3V3 smo preverjali uspešnost 
prekinitve gena v biosintezni poti za ealiofilin pri izolatih, ki so imel predhodno že 
dokazano prekinjen gen v biosintezni poti za rapamicin (slika 44). Pomnoženi fragmenti 
dolžine 2750 bp (jamici 2 in 7), ustrezajo izolatu, ki smo mu prekinili elaiofilinski gen. 
Izolat divjega tipa ima drugačen profil (jamica 9). Par začetnih oligonukleotidov Ela KO 
5V2 + Ela KO 3, pomnoži pri izolatu s prekinjenim genom za elaiofilin fragment dolžine 




Slika 44: PCR pomnožki z začetnimi oligonukleotidi Ela KO 5V3 + Ela KO 3V3 in Ela KO 5V2 + Ela KO 3 
 
 
Slika 45: PCR pomnožki začetnih oligonukleotidov Rap KO 3 + Rap KO 5V2 in Rap KO 3V2 + Rap KO 5   
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Izolatoma, ki smo jima potrdili prekinitev gena v elaiofilinski biosintezni poti (slika 45: 
jamice 2 in 7, 11 in 16,), smo uporabili tudi za PCR reakcijo z začetnimi oligonukleotidi za 
potrditev prekinitve rapamicinskega gena. V jamicah 1-5 so pomnožki začetnih 
oligonukleotidov Rap KO 3 + Rap KO 5V2, v jamicah 6-10 pa Rap KO 3V2 + Rap KO 5. 
Oba izolata, s prekinjenim elaiofilinskim genom (jamici 1-2 in 6-7), imata prekinjen tudi 
rapamicinski gen (2800 bp). V jamicah 3 in 8 je izolat s prekinjenim samo rapamicinskim 
genom, v jamicah 4 in 9 pa organizem s prekinjenim elaiofilinskim genom. Jamici 5 in 10 
predstavljata pomnožke gDNA izolata divjega tipa.   
 
4.5.3 Rezultati biološkega testa izolatov S. rapamycinicus na testne organizme 
 
Pri biološkem testu, ki smo ga izvajali z organizmi S. cerevisiae (Zbirka industrijskih 
mikroorganizmov 2155, Biotehniška fakulteta), M. luteus (DSMZ 20030) in Bacillus spp., 
smo opazovali in merili premer con, ki so jih proti testnemu organizmu ustvarili 
preučevani izolati. Za preverjanje uspešnosti ustvarjanja rapamicinskih mutant smo 
uporabljali kvasovko S. cerevisiae, pri elaiofilinu M. luteus; pri nigericinu pa Bacillus spp. 
 
4.5.3.1 Vrednotenje protiglivne aktivnosti seva S. rapamycinicus ΔRAP 
 
Sev S. rapamycinicus, ki smo mu uspešno prekinili gen za biosintezo rapamicina (ΔRAP), 
je v primerjavi z  testnim organizmom S. cerevisiae naredil občutno manjšo inhibitorno 
cono, kot naravni sev S. rapamycinicus (slika 46). 
 
Slika 46: Cone, ki jih na plošči z organizmom S. cerevisiae ustvarita organizma S. rapamycinicus ΔRAP in  
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4.5.3.2 Vrednotenje protibakterijske aktivnosti seva S. rapamycinicus ΔELA 
 
S. rapamycinicus, ki smo mu uspešno prekinili gen za elaiofilin (ΔELA), je proti testnemu 
organizmu M. luteus naredil nekoliko manjšo cono, kot sev divjega tipa (slika 47). Sev s 
prekinjenim genom za rapamicin, naredi proti M. luteus večjo cono kot organizem divjega 
tipa. 
 
Slika 47: Cone, ki jih na plošči z organizmom M. luteus ustvarijo organizmi S. rapamycinicus ΔRAP, S. 
rapamycinicus ΔELA in  S. rapamycinicus WT 
 
4.5.3.3 Vrednotenje protibakterijske aktivnosti seva S. rapamycinicus ΔNIG 
 
Sev S. rapamycinicus, ki smo mu uspešno prekinili gen za nigericin (ΔNIG), proti 
testnemu organizmu, izolatu Bacillus spp. ni naredil cone, sev S. rapamycinicus divjega 
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Slika 48: Cone, ki jih na plošči z organizmom Bacillus spp. ustvarita organizma S. rapamycinicus ΔNIG in  
S. rapamycinicus WT 
 
4.5.3.4 Vrednotenje protibakterijske in protiglivne aktivnosti S. rapamycinicus ΔRAP 
ΔELA 
 
S. rapamycinicus ΔRAP, ki smo mu uspešno prekinili še gen za elaiofilin (ΔELA), je proti 
testnemu organizmu M. luteus naredil manjšo cono, kot naravni sev S. rapamycinicus 
(slika 49). Isti organizem je proti testnemu organizmu S. cerevisiae naredil občutno manjšo 
cono, kot naravni sev S. rapamycinicus (slika 50). Cona je primerljiva s tisto, ki jo proti 
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Slika 49: Cone, ki jih na plošči z organizmom M. luteus ustvarita organizma S. rapamycinicus ΔRAP ΔELA 
in  S. rapamycinicus WT 
 
 
Slika 50: Cone, ki jih na plošči z organizmom M. luteus ustvarita organizma S. rapamycinicus ΔRAP ΔELA 
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4.5.4 Rezultati produkcije sekundarnih metabolitov v tekočem gojišču 
 
Ekstrakcija z acetonitrilom je omogočila določanje prisotnosti sekundarnih metabolitov v 
kulturi produkcijskega gojišča. Vzorce smo z ekstrakcijo z acetonitrilom pripravili za 
analizo s HPLC ali masno spektrometrijo (rezultati produkcije v prilogi D). Poleg sevov s 
prekinjenimi geni za rapamicin, elaiofilin in nigericin, smo kot kontrolo uporabili tudi 
organizme divjega tipa. Primeri kromatografov iz analize so prikazani v prilogi C. 
 
V spodnjih grafih (slike 51-54) so prikazane povprečne produkcije sekundarnih 
metabolitov pri izbranih izolatih s prekinjenimi geni za biosintezo in organizmu divjega 
tipa. Prikazani so rezultati za eno izmed mutant, poskus smo izvedli v dveh tehničnih 
ponovitvah. Pri organizmu divjega tipa smo izvedli štiri biološke ponovitve, vsaka izmed 
njih je imela tudi tehnično paralelko. 
 
 
Slika 51: Povprečna produkcija rapamicina, elaiofilina in nigericina, pri organizmu S. rapamycinicus ΔRAP, 
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Slika 52: Povprečna produkcija rapamicina, elaiofilina in nigericina, pri organizmu S. rapamycinicus ΔELA, 
glede na organizem divjega tipa 
 
 
Slika 53: Povprečna produkcija rapamicina, elaiofilina in nigericina, pri organizmu S. rapamycinicus ΔNIG, 
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Slika 54: Povprečna produkcija rapamicina, elaiofilina in nigericina, pri organizmu S. rapamycinicus ΔRAP 
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Molekularne metode za prekinjanje genov pri organizmih iz rodu Streptomyces so predmet 
raziskav že več kot 20 let. Od bazičnih raziskav, na organizmih kot so S. lividans 
(Hillemann in sod., 1991) in prvih raziskav na S. hygroscopicus (Lomovskaya in sod., 
1997), pa do bolj aplikativno naravnanih znanstvenih del na različnih streptomicetah 
(Kalan in sod., 2013; Ren in sod., 2014; Woo in sod., 2014; Qin in sod., 2014), homologna 
rekombinacija prevladuje kot metoda prekinjanja genov. Pojavnost mnogih raziskav na 
splošno manj poznanih in raziskanih streptomicetnih organizmih, odpira novo dimenzijo 
iskanja industrijsko zanimivih sekundarnih metabolitov. S. venezeulae (Woo in sod., 
2014), S. iakyrus (Qin in sod., 2014), S. calvus (Kalan in sod., 2013), S. ahygroscopicus 
(Ren in sod., 2014) so pomemben vir potencialno uporabnih metabolnih produktov. 
Podobno velja tudi za S. rapamycinicus, organizem, ki smo ga uporabili pri izdelavi 
magistrske naloge.  
 
Znotraj obsega priprave magistrskega dela smo želeli pripraviti plazmidne konstrukte za 
ciljno prekinjanje genov genskih gruč, ki so odgovorne za sintezo sekundarnih metabolitov 
S. rapamycinicus. Uspelo nam je identificirati ključne gene, ki so vključeni v metabolno 
pot rapamicina, elaiofilina in nigericina (poglavje 4.1). S pomočjo integrativnega plazmida 
pKC1139 smo pripravili sistem na osnovi homologne rekombinacije, ki je omogočal 
uspešno prekinjanje v vseh treh izbranih gručah genov. V vseh primerih smo prekinili del 
prvega ključnega gena, ki je potreben za biosintezo in s tem prekinili celotno biosintezno 
pot. Prav tako so bili uspešno pripravljeni tudi plazmidi pCRISPOMYCES za ciljno 
prekinjanje rapamicinske, elaiofilinske in nigericinske genske gruče, na osnovi CRISPR-
Cas tehnologije. Z njimi genov v biosintezni poti sekundarnih metabolitov nismo uspeli 
prekiniti. Uspešnost ustvarjenih mutant, ki so imeli prekinjene gene v rapamicinski (S. 
rapamycinicus ΔRAP), elaiofilinski (S. rapamycinicus ΔELA), nigericinski (S. 
rapamycinicus ΔNIG) in rapamicinski ter elaiofilinski genski gruči hkrati (S. 
rapamycinicus ΔRAP ΔELA), smo uspeli potrditi z biološkim testom in HPLC analitiko.    
 
Konjugacijski prenos plazmida, ki ga po uspešnem molekularno-biološkem delu 
prenesemo iz E. coli v S. rapamycinicus, je dogodek z variabilno pojavnostjo. V literaturi 
zasledimo podatke o različni uspešnosti konjugacij intergrativnih plazmidov med 10-1 za S. 
coelicor (Flett in sod., 1997), 10-4 za S. lincolnensis (Du in sod., 2012) in 10-7 za S. 
iranensis (Netzker in sod., 2016). Kljub temu, je konjugacijski prenos plazmidne DNA 
uporabljen pri večini genetskih manipulacij streptomicet. Raziskovalci (Wang in Jin, 2014) 
so dokazali, da na uspešnost konjugacije pri streptomicetah pomembno vpliva prisotnost 
kalcijevih (Ca2+) ionov v gojišču. Tudi pri našem delu smo uporabili gojišča, ki vsebujejo 
kalcijev karbonat (preglednica 2). V laboratorijskih pogojih smo uspeli pridobiti 
konjugante, ki so sprejele po enega izmed treh plazmidnih konstruktov na osnovi 
pKC1139. 
 
V sklopu izdelave magistrskega dela, smo uspešno pripravili tudi plazmidne konstrukte na 
osnovi pCRISPOMYCES (poglavja 4.4.5-4.4.7). S konjugacijskim prenosom smo v tarčni 
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organizem S. rapamycinicus uspeli prenesti le plazmid pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr + RAP (HOM L + R). Nobena izmed na apramicin občutljivih kolonij, ki so 
sprejele pCRIPOMYCES 2 + 2 x sgRNA-tracr + RAP (HOM L + R), ni kazala genetskega 
profila, ki bi ga pričakovali pri ustvarjeni mutanti. Upoštevajoč literaturo, je bil plazmid 
pCRISPOMYCES 2 predhodno že uporabljen za prekinjanje genov v organizmih iz rodu 
Streptomyces (Cobb in sod., 2014). Uspešno so prekinili gene pri organizmih S. lividans, S. 
albus in S. viridochromogenes. Med streptomicetami prihaja do razlik v delovanju 
genetskih regulatornih elementov, kot so promotorji, ki vplivajo na izražanje genov. 
Delovanja tehnologije CRISPR-Cas pri organizmu S. rapamycinicus, ni opisal še nihče. 
Avtorji (Cobb in sod., 2014) poročajo še o občutnem padcu pojavnosti kolonij, ki so 
sprejele plazmid in posledično slabši uspešnosti konjugacij v primerjavi z drugimi 
konstrukti. Opažena nizka pojavnost konjugant s sklopu našega dela tako ne preseneča.  
 
Z biološkim testom smo spremljali vpliv rasti različnih testnih organizmov v prisotnosti 
ustvarjenih mutant S. rapamycinicus (poglavje 4.5.3). Ker ima rapamicin dokazano 
protiglivno učinkovitost (Wong in sod., 1998; Cruz in sod., 1999), smo mutante s 
prekinjeno rapamicinsko gensko skupino, lahko gojili v prisotnosti kvasovke S. cerevisiae. 
Rapamicin inhibira proteinsko kinazo Tor in pospeši s stradanjem povezane celične odzive 
(inhibicija sinteze proteinov, razgradnja proteinov, zaustavitev celičnega cikla) (Rohde in 
sod., 2008). Elaiofilin ima dokazane protimikrobne učinke na po Gramu pozitivne bakterije 
(Fiedler in sod., 1981; Ritzau in sod., 1998). V sklopu magistrskega dela smo prekinjanje 
genov elaiofilinske genske gruče tako dokazovali z gojenjem v prisotnosti M. luteus. Tudi 
nigericin ima dokazano protimikrobno delovanje na po Gramu pozitivne bakterije 
(Westley, 1981). Prekinjanje genov nigericinske biosintezne poti, smo dokazovali z 
gojenjem v prisotnosti Bacillus spp. Z biološkim testom smo potrdili uspešnost ustvarjenih 
mutant v rapamicinski (slika 46), elaiofilinski (slika 47), nigericinski (slika 48) in 
rapamcinski ter elaiofilinski genski gruči hkrati (sliki 49 in 50).  
 
Rezultate biološkega testa in reakcije PCR na genomski DNA, s katerimi smo potrdili 
uspešnost ustvarjenih mutant, smo dodatno analizirali še  s produkcijo teh organizmov v 
tekočem produkcijskem gojišču (poglavje 4.5.4). Rast streptomicet v tekočem gojišču je 
drugačna kot na trdnih gojiščih. Pod takimi pogoji, večina streptomicet ne sporulira 
(Manteca in sod., 2008). Za gojenje organizma S. rapamycinicus, smo uporabili 
prilagojena gojišča (preglednici 9 in 10). Razlika med produkcijo sekundarnih metabolitov 
organizmov divjega tipa in ustvarjenih mutant je bila očitna. S kromatografsko analitiko in 
masno spektrometrijo, smo potrdili, da organizmi s prekinjenimi gručami genov, ne 
proizvajajo tarčnih sekundarnih metabolitov oz. le teh ni mogoče detektirati. Organizem S. 
rapamycinicus ΔRAP v primerjavi z organizmom divjega, očitno ne proizvaja rapamicina. 
(slika 51) Slika 52 nakazuje, da organizem S. rapamycinicus ΔELA ne proizvaja 
elaiofilina. Zanimivo je, da povprečna produkcija nigericina v takem organizmu v 
primerjavi z organizmom divjega tipa, zraste za več kot 80 %. Tudi pri organizmu S. 
rapamycinicus ΔNIG, opazimo odsotnost proizvodnje nigericina, če ga primerjamo z 
organizmom divjega tipa (slika 53). Organizem, ki ima prekinjena gena tako v 
rapamicinski, kot v elaiofilinski genski skupini S. rap ΔRAP ΔELA, v primerjavi z 
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organizmom divjega tipa ne proizvaja rapamicina in elaiofilina, še vedno pa vidimo 
produkcijo nigericina (slika 54). S pridobljenih podatkov lahko sklepamo, da je produkcija 
izbranih sekundarnih metabolitov medsebojno povezana. Ker sekundarni metabolizem 
porablja enake ali podobne produkte primarnega metabolizma (Barajas in sod., 2017), 
lahko prekinitev biosinteze enega izmed metabolitov, poveča produkcijo ostalih. Prekinitev 
gena v biosintezni poti za elaiofilin občutno poveča produkcijo nigericina. Prekinjen gen 
za biosintezo nigericina pa zmanjša produkcijo rapamicina in elaiofilina. Zanimive 
sinergistične učinke sekundarnih metabolitov bi bilo zanimivo preučevati še v prihodnje in 
ustvariti mutanto, ki ima prekinjen gene za sintezo vseh treh poznanih metabolitov.  
 
Tehnologija za prekinjanje genov s pomočjo homologne rekombinacije je pri organizmih 
iz rodu Streptomyces  relativno dobro razvita. Woo in sod. (2014) so uspešno prekinili gen 
wblA v S. venezuelae. Ustvarjena delecija (280 bp) v genu wblA, je bila dovolj za 
izboljšanje produkcije poliketida pikromicina. Da prekinitev gena v biosintezni poti enega 
sekundarnega metabolita lahko izboljša produkcijo drugega, so pokazali Qin in sod. 
(2014). S homologno rekombinacijo so v S. iakyrus prekinili gen za metiltransferazo, 
vključen v biosintezo aktinomicina G, ter tako povečali produkcijo terpena fenazinomicina. 
Podobno so uspeli preusmeriti tok prekurzorjev za proizvodnjo nistatina tudi Ren in sod. 
(2014). S homologno rekombinacijo so ustvarili delecijo 259 bp v genski gruči za sintezo 
tetramicina pri S. ahygroscopicus, ki je omogočila izboljšanje produkcije protiglivne 
učinkovine nistatina. Netzker in sod. (2016) so ustvarili mutante S. iranensis, ki imajo 
prekinjene gene za sintezo rapamicina ali encima za razgradnjo histidina. Prekinitve v 
genski gruči za sintezo rapamicina, so v S. hygroscopicus ATCC 29253 ustvarili že 
Lomovskaya in sod. (1997). Eksperiment na organizmu, ki so ga pozneje preimenovali v S. 
rapamycinicus, je pokazal potencial za iskanje novih poliketidnih sintaz, ki so vključene v 
biosintezo novih metabolitov. Da je z reorganizacijo genskih gruč za sintezo rapamicina 
mogoče doseči proizvodnjo rapamicinu podobnih metabolitov, so pri S. rapamycinicus 
pokazali Wlodek in sod. (2017). S homologno rekombinacijo vnesene aktivne domene 
modulov 11 in 13, v 3. modul rapamicinske genske gruče, so ustvarile vrsto mutant, ki 
proizvajajo rapaloge. Te nove, rapamicinu podobne spojine, so uspeli tudi identificirati in 
preučiti njihovo biološko aktivnost. Glede na industrijsko uporabnost rapamicina, so 
pogosta tudi prizadevanja za izboljšanje njegove produkcije. Jung in sod. (2011), Yoo in 
sod. (2015), Dang in sod. (2017), so z metabolnim inženirstvom na osnovi homologne 
rekombinacije, vnesli spremembe v genom, ki so bistveno izboljšanje produkcije 
rapamicina v S. rapamycinicus. Organizem, ki smo ga uporabili pri izdelavi magistrskega 
dela, je predmet številnih raziskav.  
 
Z upoštevanjem dolge rastne dobe, ki jo streptomicete potrebujejo, da v laboratorijskih 
pogojih dosežejo sporulacijo, je iskanje ustvarjenih mutant po dvojnem prekrižanju 
zamudno (Li in sod., 2014). Ideja, da lahko postopke selekcije poenostavimo z 
reporterskim sistemom, je dobro znana. Pomembno je, da je sistem zanesljiv, občutljiv, 
enostaven in poceni (Herschman, 2004). Myronovsky in sod., (2011) so pokazali 
primernost uporabe gusA za določanje inaktivacije genov s homologno rekombinacijo v 
Streptomyces sp. Tu6071. Pri našem delu smo uporabili z gusA povezano selekcijo mutant 
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S. rapamycinicus, ki smo jim prekinjali gen v nigericinski genski gruči. Takšna nadgradnja 
sistema za homologno rekombinacijo, je poenostavila iskanje mutant, ki so po dvojnem 
prekrižanju izgubile del gena. Delovanje gusA smo spremljali z dodanim zunajceličnim 
substratom X-gluc, ki obarva le kolonije, ki imajo zapis za gusA in niso izgubile 
konjugacijskega plazmida pKC1139 + NIG (HOM L + R) + gusA + erm* (slika 34).  
 
Očitno je, da sistem na osnovi pCRIPOMYCES 2, ki so ga kot uspešnega v več 
organizmih iz rodu Streptomyces prikazali Cobb in sod. (2014), v našem organizmu ni 
deloval. Možnih razlogov, zakaj tarčno prekinjanje genov v genskih gručah za sekundarne 
metabolite s tehnologijo CRISPR-Cas ni uspelo, je več. Dvojni prelomi, ki jih ustvari 
nukleaza Cas, se lahko s popravljalnimi mehanizmi mikroorganizmov zapolnijo z 
nehomolognim združevanjem koncev – nespecifičnim procesom, podvrženim napakam, ki 
v DNA na prelomu lahko ustvari mutacije (CRISPR …, 2017). Podobno kot pri 
prekinjanju tarčnih genov s homologno rekombinacijo, se lahko tudi dvoverižni prelomi 
DNA popravijo s homologno rekombinacijo (Alonso in sod., 2013), če so v bližini preloma 
prisotni homologni odseki DNA. Kljub temu, da popravljalni mehanizmi pri 
streptomicetah niso dobro preučevani, so Hoff in sod. (2016) pri njih odkrili oba tipa 
mehanizma za popravljanje dvoverižnih prelomov, ki sta drugačna od tistih v pogosto 
preučevanih bakterijah E. coli in B. subtilis, kjer tehnologijo na osnovi CRISPR izdatno 
uporabljajo. Če streptomicete dvoverižnega preloma niso sposobne popraviti, lahko nastopi 
letalna mutacija (Cobb in sod., 2014). Genom organizmov iz rodu Streptomyces je 
kompleksen v več pogledih. Njihovi genomi so med najdaljšimi in imajo visoko vsebnost 
G-C parov. Vse to je potrebno upoštevati tudi pri načrtovanju genskih orodij za tarčno 
prekinjanje genov. Motiv, ki sledi primitivnimi vmesnikom oziroma t.i. PAM sekvenca 
(ang. protospacer adjacent motif), je ključen za delovanje nukleaze Cas (CRISPR …, 
2017). Cas9, ki izhaja iz S.pyogenes in smo jo pri delu uporabili tudi mi, ima NGG 
zaporedje PAM (N predstavlja katerikoli nukleotid) (Cobb in sod., 2014). Zaporedje dveh 
gvaninskih baz v genomu streptomicet je dovolj pogosto, da otežuje ciljno delovanje Cas9 
nukleaze, tako da poveča učinek »off-targeta« (naleganje guide RNA na mesta z delno 
homologijo). Neujemanja celo v treh ali petih bazah, lahko sprožijo delovanje nukleaze 
Cas na neželenem mestu v genomu (Hsu in sod., 2013; Pattanayak in sod., 2013).  
Tudi endonukleaza Cas9, ki smo jo uporabili pri izdelavi naših plazmidov na osnovi 
pCRISPOMYCES 2, ima prostor za izboljšavo. V literaturi so poznane spremenjene oblike 
nukleaze Cas9, ki prepoznajo drugačna zaporedje v PAM sekvenci (Kleinstiver in sod., 
2015). Uporaba teh proteinov bi lahko zmanjšala učinek netarčnega delovanja CRISPR-
Cas sistema. Poleg nukleaze Cas, so poznani tudi drugi proteini, ki so primerni za uporabo 
s CRISPR zaporedji. Veliko obeta predvsem endonukleaza Cpf1, ki v sekveci PAM nima 
citozinskih ali gvaninskih baz (McDade, 2017). Njeno učinkovitost so pokazali Jiang in 
sod. (2017), ki so delali z bakterijo Corynebacterium glutamicum. Poročajo o uspešnem 
prekinjanju krajših in daljših odsekov DNA, pri organizmu z visoko vsebnostjo G-C parov, 
za katerega je nukleaza Cas toksična. Za morebitno zmanjšanje učinka netarčnega 
delovanja CRISPR-Cas sistema za preurejanje genomov, je na voljo tudi spremenjena 
Cas9, ki v tarčnem organizmu ustvari samo enojni prelom (Beier in sod., 2015), a je 
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sposobna delecije tudi več 10 kb genoma. Za primernost uporabe v streptomicetah bi 
veljalo preučiti tudi inducibilni sistem CRISPR-Cas9, ki so ga razvili Wang in sod. (2016). 
Cas9, ki je bila izražena kontrolirano z laktozo inducibilnim promotorjem, je sposobna 
izboljšati selekcijo nizko pojavnih dogodkov homologne rekombinacije za delecije v 
genomu do 1,5 kb. S promotorjem nadzorovano izražanje nukleaze Cas poskrbi, da 
rekombinantni plazmid tarčne celice najprej sprejmejo, se namnožijo, šele nato pa pri njih 
ustvarimo željeno rekombinacijo. Razvit je bil tudi dvokomponentni sistem (Wasels in 
sod., 2017), ki omogoča s tetraciklinom inducibilno delecijo v genomu  Clostridium 
acetobutylicum. Vse te spremembe in dopolnitve CRISPR-Cas sistema očitno znižajo 
učinek netarčnega delovanja. Po drugi strani pa so lahko nepraktične, zmanjšajo tarčno 
učinkovitost in celo vodijo v povečan učinek netarčnega delovanja (McDade, 2017). Za 
popolno optimizacijo CRISPR-Cas sistema tarčnega prekinjanja genov v genskih gručah S. 
rapamycinicus, bo potrebno še več nadaljnjega dela.    
  
V sklopu magistrskega dela nam je uspelo prekiniti gene v biosinteznih poteh treh 
sekundarnih metabolitov in ustvariti sev S. rapamycinicus, ki ima hkrati prekinjene gene za 
biosintezo rapamicina in elaiofilina. Delecije, ki smo jih s homologno rekombinacijo 
ustvarili v gručah genov so velike in zanesljivo ustvarijo biosintezo rapamicina, elaiofilina 
in nigericina, kar smo potrdili na več različnih načinov. Glede na pregledano literaturo, 
vnašanje velikih delecij v genom streptomicet ni pogosto. Njihov kompleksen genom in 
visoka vsebnost G-C parov otežujeta postopke genetske manipulacije. Kljub temu smo 
uspeli ustvariti delecije v genih, ki so ključni v začetnih korakih biosinteze poznanih 
sekundarnih metabolitov. Tekom našega dela smo uspeli uspešno postaviti in ovrednotiti še 
učinkovit reporterski sistem, ki omogoča poenostavljeno selekcijo mutant. CRISPR-Cas 
sistem za prekinjanje genov se pri S. rapamycinicus resda ni izkazal za učinkovitega. A 
glede na velik potencial tovrstne tehnologije in z dokazi podprte praktične primere 
delovanja v streptomicetah, bi veljajo CRIPSR-Cas tehnologijo razvijati še naprej.   
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6 SKLEPI  
 
 V tarčnem organizmu S. rapamycinicus smo uspeli identificirati ključne gene za 
biosintezo rapamicina, elaiofilina in nigericina. 
 
 Uspeli smo razviti plazmide, ki so omogočali prekinjanje izbranih regij v gručah 
genov za sintezo sekundarnih metabolitov. Uspešno so bili pripravljeni plazmidi za 
prekinjanje s homologno rekombinacijo in plazmidi na osnovi tehnologije 
CRIPSR-Cas. Plazmide za prekinjanje genov s homologno rekombinacijo smo 
uspeli nadgraditi tudi z reporterskim sistemom na osnovi gusA. 
 
 S postopki homologne rekombinacije smo uspešno ustvarili mutante, ki niso bile 
sposobne sintetizirati rapamicina ali  elaiofilina ali nigericina. Prav tako je bil 
uspešno pripravljen tudi organizem, ki ni sintetiziral rapamicina in elaiofilina 
hkrati.  
 
 S tremi neodvisnimi metodami – reakcijo PCR, biološkim testom in 
kromatografsko analitiko, smo potrdili uspešnost prekinitve genov s plazmidi na 
osnovi pKC1139 za homologno rekombinacijo.  
 
 Plazmidi na osnovi pCRISPOMYCES 2, ki smo jih uporabili za ustvarjanje tarčnih 
mutacij v genomu s CRISPR-Cas tehnologijo, se niso izkazali za uspešne v našem 
organizmu. To potrjujejo nizka frekvenca dobljenih rekombinantnih kolonij in 
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Organizmi iz rodu Streptomyces so posebneži v mikrobnem svetu. Morfološko bližje 
glivam in s posebno micelarno rastjo vzbujajo zanimanje znanstvenikov že desetletja. 
Dobršen del njihovih že sicer velikih genomov, je namenjen sintezi sekundarnih 
metabolitov. Poznanih je veliko protibakterijskih učinkovin in drugih biološko pomembnih 
produktov njihovega metabolizma, a vendar je potencial za nove, zanimive učinkovine, še 
vedno predmet številnih znanstvenih del. Upoštevajoč dostopnost podatkov o zaporedju 
genomov številnih streptomicet, se razvijajo tudi moderne tehnologije genetskega 
inženiringa. 
 
Želeli smo preučiti potencial S. rapamycinicus za ciljno inaktivacijo poznanih genskih 
skupin za sintezo sekundarnih metabolitov. Uspelo nam je pridobiti organizme, ki so imeli 
prekinjeno produkcijo rapamicina, elaiofilina ali nigericina, ter mutanto, ki ni proizvajala 
rapamicina in elaiofilina. Pri tem smo postopke uporabe homologne rekombinacije s 
klasičnimi plazmidnimi vektorji uspeli nadgraditi z uporabo reporterskega sistema, ki 
poenostavi dolgotrajne presejalne teste iskanja rekombinantnih organizmov. Uspešnost 
ustvarjenih mutant smo potrdili na tri neodvisne načine. 
 
Pokazali smo še da trenutno razvit sistem za ciljno inaktivacijo genov v S. rapamycinicus s 
CRIPSR-Cas tehnologijo ni uporaben. Uspeli smo pridobiti le rekombinatne organizme, ki 
so sprejeli plazmid za prekinjanje gena v rapamicinski genski gruči. Dvojni prelomi DNA, 
ki jih ustvari nukleaza Cas, so očitno večinoma ustvarili letalne mutacije, ki jih naš 
organizem s popravljalnimi mehanizmi ni bil sposoben učinkovito nevtralizirati. Metoda 
CRISPR-Cas kot taka morda ni neuporabna, potrebuje pa modifikacije in nadgradnjo, da 
bo učinkovito delovala v S. rapamycinicus.  
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Patriciji, Mateji in Tajdi za pomoč in skupne ure, preživete v laboratoriju. 
 
Zahvaljujem se družini za vso pomoč med študijem.  
 
Na koncu pa se zahvaljujem še svoji dragi Daši. Hvala za tvojo neomajno podporo, da si 
mi stala ob strani tekom celotnega študija.  
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Nukleotidno zaporedje sintetičnih odsekov DNA, uporabljenih za pripravo plazmidov 
pCRISPOMYCES 2 + 2x sgRNAtracr + RAP (HOM L + R) (zgoraj), pCRISPOMYCES 2 
+ 2x sgRNAtracr + ELA (HOM L + R) (v sredini) in pCRISPOMYCES 2 + 2x 
sgRNAtracr + NIG (HOM L + R) (spodaj). Z rumeno so poudarjenu vmesniki, ki 
omogočajo delovanje Cas nukleaze. 
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Povzetek iz Benchlinga, ki prikazuje načrtovanje nukleotidnih zaporedij za tarčno in 
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Kromatogrami organizmov S. rapamycinicus divjega tipa (1),  ΔRAP (2), ΔELA (3), in 
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Rezultati produkcije sekundarnih metabolitov različnih sevov, pridobljenih tekom dela in 




















Št. vzorca Organizem Rapamicin (mg/l) Elaiofilin (mg/l) Nigericin (mg/l)
1 S. rapamycinicus  WT 34,68 46,54
2 S. rapamycinicus  WT 38,03 44,36
3 S. rapamycinicus  WT 4,57 74,09
4 S. rapamycinicus  WT 4,95 76,07
5 S. rapamycinicus  WT 36,69 68,98
6 S. rapamycinicus  WT 27,94 53,14
7 S. rapamycinicus  WT 24,90 55,58
8 S. rapamycinicus  WT 24,00 60,46
9 S. rapamyincinicus  ΔRAP 0,00 58,18
10 S. rapamyincinicus  ΔRAP 0,10 62,83
11 S. rapamyincinicus  ΔELA 26,21 šum 46,25
12 S. rapamyincinicus  ΔELA 25,72 šum 53,05
13 S. rapamyincinicus  ΔNIG 22,09 0,00
14 S. rapamyincinicus  ΔNIG 15,98 0,00
15 S.rapamycinicus  ΔRAPΔELA 0,08 šum 66,27
16 S.rapamycinicus  ΔRAPΔELA 0,00 šum 71,02
